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“Alguns homens veem as coisas como sdo e dizem ‘Por qué?’ Eu sonho com as
coisas que nunca foram e digo ‘Por que ndo?’”

George Bernard Shaw
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Resumo

MARQUES, Suélen Moreira. Novas ferramentas de processamento de sinais para a analise
da cultura de neurdnios corticais cultivados em dispositivos multieletrodos. Uberlandia:
FEELT - UFU, 2012, 149 f.

Nesta dissertacdo analisa-se a atividade elétrica de experimentos gravados durante a
maturacdo de culturas dissociadas, retiradas do hipocampo de embribes de ratos Wistar,
baseado em dispositivos denominados Matrizes Multieletrodo (MEA). As andlises ocorrem
desde a deposi¢do da cultura no dispositivo até sua morte, de 0 a 88 dias in vitro (DIV). A
analise cléssica de spikes foi aplicada a diferentes culturas, mostrando a evolucdo de seus
spikes e bursts. Uma atencdo particular é dedicada para a Gltima etapa associada a morte
celular, j& que um inesperado crescimento da amplitude da atividade elétrica é observado
neste trabalho. Além da anélise classica de spikes aplicaram-se outras técnicas de
processamento de sinais, como calculo da Transformada de Fourier, Autocorrelagdo,
Densidade Espectral de Poténcia, Deteccdo de Picos, Coeréncia, Analise de Flutuacdes
Destendenciadas (DFA), Estacionariedade e Gaussianidade. Observou-se do DIV 08 ao DIV
28 pela andlise classica de spikes, DFA, Estacionariedade e Gaussianidade que a cultura é
predominantemente estacionaria e gaussiana e existe uma variabilidade do comportamento
nos canais apresentando correlacdo de longo-alcance. Ao analisar o DIV 29 ao DIV 71
observa-se que a cultura se estabiliza se enquadrando como ruido branco e apresentando
atividade elétrica ndo estacionéria e ndo gaussiana. Nos estdgios finais de desenvolvimento
da cultura (DIV’s 72 & 88) ocorre uma desorganizacdo da atividade elétrica seguida por uma
inesperada elevagdo da quantidade de spikes e bursts e, posteriormente, ocorre a morte

celular.

Palavras-chave: Conexdo funcional. Cultura neural dissociada. Matriz multieletrodo.

Processamento de sinais biolégicos.
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Abstract

MARQUES, Suélen Moreira. Novas ferramentas de processamento de sinais para a analise
da cultura de neurdnios corticais cultivados em dispositivos multieletrodos. Uberlandia:
FEELT - UFU, 2012, 149 f.

This dissertation analyses the electrical activity recorded in experiments involving the
maturation of dissociated embryonic hippocampal cultures, using Multielectrode Array
(MEA) devices, starting from the moment of the culture’s placement in the device until
its death, a period of 0 to 88 days in vitro (DIV). Classical “spike” analysis is applied to
differents cultures, showing the progression of “spikes” and “bursts”. Particular attention
is devoted to the last step associated with cellular death, as an unexpected rise in electrical
activity amplitude is observed. In addition, other techniques such as Fourier Transform,
Autocorrelation, Power Spectral Density, Peak Detection, Coherence, Detrended Fluctuation
Analysis (DFA), Stacionarity and Gaussian were applied. 1t’s possible to observe, from DIV
08 to DIV 28, by classical analysis of spikes, DFA, Stacionarity and Gaussian, culture is
predominantly stationary and gaussian and there is variability in the behavior of channels
showing long-range correlation. Analyzing the DIV 29 to 71 we could observe that the
culture stabilizes like white noise and displaying electrical activity not stationary and not
gaussian. In the later stages of development (DIV's 72 to 88) there is a disruption of electrical
activity followed by an unexpected increase in the amount of spikes and bursts and,

subsequently, cell death occurs.

Key-words: Biological signal processing. Dissociated neural culture. Functional

connectivity. Multielectrode array.
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Capitulo 1

Estrutura da Dissertacéao

Nesta dissertacdo serdo abordados vérios quantificadores utilizados para processamento e
posterior analise de sinais neuronais retirados de cortex de culturade embrides de ratos Wistar

com 18 dias de gestagé&o.

O capitulo 2 abordard inicialmente o tipo de cultura que utilizamos neste trabalho e como a
mesma é preparada. Posteriomente sera discutido o que s@o MEAs (matrizes multieletrodo) e
serdo explicitadas quais as MEAs foram utilizadas na coleta dos dados. S&o também
apresentadas imagens do laboratorio utilizado para captacdo dos sinais e é detalhado o que séo
spikes, bursts, atividade basal, série de intervalo entre spikes e como é feito para detec¢do de
spikes e bursts. Além disso, é apresentado ao leitor, o software para processamento da técnica
cléssica de detecgdo de spikes e os quantificadores utilizados na analise séo todos explicados.
Por fim, no capitulo 2 foi sintetizado vérios artigos encontrados na literatura acerca do

desenvolvimento da cultura desde o seu nascimento até a fase de maturacao.

No capitulo 3 se encontrara técnicas avaliadas neste estudo e utilizadas para processamento
dos sinais, tais como calculo da Transformada de Fourier, Autocorrelagcdo, Densidade
Espectral de Poténcia, Deteccdo de Picos e Coeréncia. S&o0 apresentados os célculos tedricos
destas ferramentas e, posteriormente, elas sdo aplicadas nos sinais gravados a partir das
MEAs. Uma observacdo importante é que neste capitulo sdo processados dados de atividade
elétrica normal e espontanea e dados de atividade elétrica estimulada. 1sso é importante, pois

é possivel comparar diferentes sinais utilizando-se as mesmas ferramentas.

O capitulo 4 apresenta os resultados do processamento e anélise dos sinais desde a fase inicial
da cultura até a sua morte celular. S&o calculados os quantificadores apresentados no capitulo
2 de culturas desde o DIV (dia in vitro) 08 até o DIV 88. Além de se obter o comportamento
da cultura em todo periodo da sua existéncia, calculou-se outro quantificador responsavel pela

analise de flutuacBes destendencionadas (DFA).
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O capitulo 5, enfim, mostra resultados adicionais de dois quantificadores matematicos que
calculam a estacionariedade e a gaussianidade do sinal. E possivel observar se o intervalo de
tempo analisado possui alguma correlagdo com a janela anterior e classificar se o sinal é, na

maior parte do tempo, estacionario e/ou gaussiano.
Este trabalho, portanto, visa mapear uma cultura ao longo do tempo utilizando diferentes

ferramentas e comparando-as, podendo em trabalhos futuros estudar a eficiéncia de cada uma

delas.
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Capitulo 2

A Matriz Multieletrodo e o Crescimento da Cultura

2.1 INTRODUCAO

Em condi¢bes adequadas, a maioria das células pode viver, reproduzir-se e até mesmo
expressar suas propriedades em uma placa de cultura, ou seja, in vitro (ALBERTS et al.,
2006). As culturas de células animais sdo realizadas a partir do isolamento de células de
tecidos vivos, que sdo adicionadas em placas de cultivo contendo meio nutritivo (COOPER &
HAUSMAN, 2007). As culturas estabelecidas diretamente de um tecido vivo sdo
denominadas culturas primarias. Quando as células das culturas primérias preenchem toda a
superficie da placa, parte delas deve ser removida e colocada em uma nova placa para haver a
expansdo celular. Esse processo é chamado de “repique” e a cultura dele derivada recebe, por

alguns autores, a denominagdo de “cultura secundéria” (ALBERTS et al., 2006).

Existem diferentes tipos de células animais utilizadas em culturas, das quais se podem
destacar os neurdnios, células especiais capazes de restabelecerem conectividade in vitro,
semelhante aquela presente no tecido vivo. Assim, € possivel estudar aspectos da
comunicagdo entre neur6nios como, por exemplo, os impulsos elétricos emitidos (potenciais
de acdo) por meio de biossensores (LAKARD et al., 2005; GRISCOM et al., 2002).
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2.2 CULTURA PRIMARIA DE NEURONIOS

(A) Origem das células

Neste trabalho sdo utilizados neurdnios do cortex e do hipocampo cerebral, obtidos de seis a
oito embrides de ratos Wistar em seu 18° dia de desenvolvimento (NOVELINO et al., 2003).
Os procedimentos para a preparagdo do protocolo dessa cultura estdo resumidos na Figura

2.1.

Figura 2. 1 - Resumo esquematico da preparagdo da cultura primaria de neurénios (NOVELINO et al., 2003). A
- Etapa de dissecagdo: os cérebros de cada embrido sdo extraidos para entdo isolar os tecidos corticais e
hipocampo. B - Etapa de dissociacdo: os tecidos sao tratados trés vezes com solugdes enzimaticas e com meio
nutritivo. C - Etapa de manutencdo: as células e 0 meio nutritivo sdo adicionados em recipientes de cultura, os

quais serdo armazenados em estufas.
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(B) Dissecacéo

Os embrides sdo retirados de uma ou mais ratas gravidas. As partes do cérebro que serdo
utilizadas sdo removidas com a ajuda de um forceps afiado e, em seguida, sdo cortadas em
pedacos menores (NOVELINO et al., 2003). Todo o procedimento de dissecagdo ocorre em

ambiente esterilizado, como aquele de uma capela de fluxo laminar (Figura 2.1(A)).

(C) Dissociagéo

Nessa etapa, 0 cortex e o hipocampo de cada cérebro passam por diversos momentos de
digestdo enzimética e subsequente maceracdo (NOVELINO et al., 2003). Esse procedimento
é importante para que as células sejam isoladas, permitindo maior homogeneidade na amostra

final, onde a concentracéo de células deve ser 8x10° neurdnios/mL (Figura 2.1(B)).

(D) Manutengéo

A cultura é mantida em uma estufa umedecida a 37 °C, com atmosfera de 5% CO,. O meio
nutritivo é trocado a cada quatro dias por meio fresco e o cultivo das células é realizado em
monocamada, com inibi¢do do crescimento de células da glia (NOVELINO et al., 2003). Os

experimentos sdo executados somente apds duas semanas (Figura 2.1(C)).
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2.3 MATRIZES MULTIELETRODO

Toda a discussdo apresentada na sessdo de introducéo deste capitulo envolve principalmente
profissionais ligados a pesquisa na é&rea biomédica. Paralelamente, pesquisadores em
Engenharia Biomédica desenvolvem mecanismos microtecnoldgicos que traduzem um
impulso nervoso de um neurdnio em informagdo para circuitos eletronicos, efetuando um
registro digital destes potenciais de acéo e, ainda, possibilitando controlar esse impulso local
através do conceito de “neuromodulacdo controlada” (FROMHERZ, 2003). Um exemplo
desses microdispositivos é a matriz multieletrodo (MEA), na qual é possivel estimular e fazer
a aquisicdo de sinais elétricos a partir de culturas neurais, de maneira ndo-destrutiva
(POTTER & DE-MARSE, 2001). Ela capta a atividade elétrica espontanea de um grupo de
neurdnios, sendo esta atividade extracelular com amplitude variando entre 20 e 40 pV. Além

disso, a frequéncia de amostragem varia entre 05 e 48 kHz.

Muito embora as novas opcdes de culturas baseadas em linhagem celular imortal j& incluam
alguns tipos de neurdnios, os experimentos atuais em MEA utilizam quase sempre culturas
priméarias de neur6nios (FROMHERZ, 2003; NOVELINO et al., 2003; RUTTEN, 2002;
POTTER, 2001). Deve-se destacar ainda que uma cultura primaria é invidvel por longos
periodos (NOVELINO et al., 2003), geralmente ndo sobrevivendo por mais de dois meses,
mesmo em ambiente limpo de estufa (POTTER, 2001).

A matriz multieletrodo, desde o seu desenvolvimento nos anos 70, é considerada como uma
tecnologia potencialmente util para estudos de processamento de informagdes em redes do
sistema nervoso (MERCER & WHITE, 1978). A principal caracteristica de uma MEA é o
intercambio bidirecional de informag&o que ela proporciona, no qual atua como uma interface
bioeletronica, do mundo bioldgico com o eletrénico, onde células neurais sdo cultivadas sob
um microcircuito elétrico (RUTTEN, 2002). Essa situacdo oferece um ambiente controlado
no qual as células vao se aderir a partir de moléculas de adeséo conhecidas, possibilitando seu
monitoramento constante por um periodo de dias a semanas (CLAVEROL-TINTURE et al.,
2005).
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As MEAs representam circuitos de dimensdes micrométricas (Figura 2.2) montados sobre um
substrato transparente integrado a um namero de 10-100 microeletrodos de 10 um de
didmetro, geralmente (RUTTEN, 2002). Elas estdo comercialmente disponiveis e sdo usadas
para estudar a atividade e a plasticidade do sistema nervoso durante o desenvolvimento das
redes neurais em culturas celulares ou em fatias cerebrais (RUTTEN, 2002; RUTTEN et al.,
2001). Isso é possivel a partir da aquisicdo de potenciais elétricos extracelulares, visando a
analise de aglomerados, pequenos grupos de células neurais (FREEMAN, 2000 ). Além disso,
essa tecnologia pode ser aplicada em qualquer tecido eletrofisiolgico, ou seja, que exibe

caracteristicas elétricas, por exemplo, neurdnios, cardiomidcitos e células musculares.

Figura 2. 2 - A- Foto de uma matriz multieletrodo (MEA) sem a cultura. B- Substrato da MEA destacando os
microeletrodos ao centro. C- Micrografia dos eletrodos dispostos sobre o substrato, indicando suas dimensGes
(MULTI CHANNEL SYSTEMS, 2005).

As MEAs sdo atualmente empregadas ndo apenas para estudos da informacdo bioldgica
neural (RIKE, 1997), como também para aplicacbes em farmacologia (CHIAPPALONE,
2003) e neuroimplantes. Estes ultimos sdo dispositivos protéticos que controlam ou
substituem partes lesionadas do hipocampo (WAGENAAR, 2007; LAKARD et al., 2005;
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GRISCOM et al., 2002) ou minimizam crises epilépticas (LITT, 2003). No ultimo caso, a
atuacdo da MEA é extremamente relevante, pois 25% dos portadores de epilepsia ndo
respondem a medicamentos anticonvulsivantes, que constituem a terapia mais comum; e,
dentre os pacientes que recebem medicacéo, estima-se que 50% apresentem efeitos colaterais.
Assim sendo, a grande quantidade de portadores de epilepsia, cujo tratamento é atualmente
sem sucesso ou que sofrem de efeitos colaterais nocivos oriundos da medicagédo, exige a
busca de novas solucbes, motivando, portanto, as pesquisas realizadas com a MEA
(COCKERELL, 1998).

Além disso, a MEA constitui um sistema in vitro ideal para monitorar os efeitos de drogas e
toxinas, promovendo conclusdes importantes sobre a atuagdo bioquimica especifica para o
estudo também de novos farmacos (POTTER & DE-MARSE, 2001). Ao mesmo tempo, a
MEA também permite monitorar facilmente o desenvolvimento da morfologia das células, ja
que possui um substrato transparente, adequado para se fazer visualizagdes em microscopios
invertidos, de fluorescéncia, confocal ou de varredura dupla (POTTER & DE-MARSE,
2001).

Existem diversas limitacbes e desafios técnicos que impedem a aplicagdo clinica dos
neuroimplantes, cuja implementacdo fisica estd intimamente ligada ao desenvolvimento do
conhecimento acerca de detalhes importantes associados aos dispositivos MEA (TAKETANI,
2006). Dentre estes desafios, pode-se citar o processo de conexdo funcional e morfoldgica
entre 0s neurdnios e os eletrodos da MEA, o qual ndo € muito bem conhecido (SPORNS,
2004). Apos a deposicao do tecido sobre o circuito, em geral se espera de 10 a 15 dias para
constatar aproximagOes fisicas que resultam numa atividade neural espontinea de grande
amplitude. Muitas vezes, porém, a pratica laboratorial revela que tais aproximagdes podem
ndo ocorrer, levando a uma cultura inativa, mas por qual motivo? Do ponto de vista prético, a
auséncia de conexdo pode ser explicada ou por incompatibilidade bioldgica ou dificuldade de
adesdo do tecido ao dispositivo. Tais fatos podem se revelar bastante inconvenientes no
momento da utilizagdo do neuroimplante, pois a incompatibilidade pode evoluir para reagéo
imunoldgica severa, incluindo potenciais perigos ao paciente; e a ndo-adesdo pode perturbar o

funcionamento do dispositivo, devido a baixa amplitude dos sinais.
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A MEA utilizada neste trabalho é a MEA60 (MULTI CHANNEL SYSTEMS, 2005) que
contém 60 microeletrodos de 30 micrémetros de didmetro cada e 200 micrdmetros de
espacamento entre eles. Esses eletrodos sdo distribuidos em uma matriz 8x8, com 0s cantos
excluidos. Cada registro de atividade elétrica seguiu 0 mesmo procedimento: as MEAs
povoadas com as culturas eram retiradas da estufa de CO, na qual eram mantidas e colocadas
sobre um amplificador cuja temperatura era controlada, podendo variar de 37,1 a 37,4 °C. As
medidas eram iniciadas ap6s 20 minutos, com o objetivo de permitir as células se adaptarem
ao novo ambiente. Em cada experimento coletaram-se 20 minutos de amostra do sinal da

MEA, divididos em quatro fases de 5 minutos cada, sendo as medidas subsequentes.

E importante salientar que todas as MEAs utilizadas possuiam referimento interno, sendo este
0 eletrodo 15. Em todas as MEAs que foram coletados sinais, o eletrodo 15 ndo possui
registro de atividade neural, apenas o sinal de fundo, que corresponde aos ruidos que
influenciam no sinal (térmicos, elétricos, entre outros). Por este motivo, para toda e qualquer
analise dos sinais, sempre deve ser excluida a atividade observada no eletrodo 15. A

frequéncia de aquisigdo dos sinais para os experimentos desta dissertagdo foi de 10 kHz.

ey ———
L e Sttt L

Figura 2.3 - (A) Area de trabalho dos experimentos. (B) Visualiza¢do do software MCRack
na tela (Fonte: adaptado de (CHIAPPALONE, 2003)).

Como mencionado acima, a MEA é constituida de 60 microeletrodos que conectados a um

amplificador formam um conjunto de 60 amplificadores compreendendo estagios de pré-

amplificacdo e amplificagdo propriamente dita com ganho total absoluto de 1200. Na Figura
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2.3(A) é mostrada a area de trabalho dos experimentos. Neste local, sdo necessarios um
microscopio invertido, uma mesa antivibratéria, um controlador de temperatura, uma gaiola
de Faraday e um computador equipado com placa PCI de aquisi¢do de dados com no maximo
128 canais de registro e 12 bits de resolugdo. Os dados foram monitorados e gravados usando
o software comercial MCRack (vide Figura 2.3(B), que permite monitorar os sinais em tempo

real por um longo prazo de aquisi¢do a partir do Multi Channel Systems (MCS).

O software MC_Rack apresentado na Figura 2.4 armazena os dados brutos, trechos de
atividade fisioldgica, intervalo entre um conjunto de impulsos nervosos e outro, razdo entre 0s
potenciais extracelulares e, além disso, o usuario poderd escolher a taxa de amostragem de

dados e escolher a tensdo em uma escala de +/- 400 mV a +/- 4V.

= 3

,ﬁg‘!,;, o

P 4

Figura 2. 4 - Cultura de neurdnios sobreposta a uma MEA (a esquerda) e a interface do MCRack (a direita)

Um sinal gravado a partir das MEAS possui uma parte constituida de picos e outra parte sem
atividade elétrica denominada atividade basal. A partir disso, pode-se dizer que alguns desses
picos séo spikes. A Figura 2.5 apresenta um sinal em um microeletrodo, composto por spikes
que sdo variacOes extremamente rapidas de tensdo elétrica, podendo ser interpretadas como o
resultado da ativacdo de grupos de células situados exatamente sobre um microeletrodo
(TAKETANI, 2006). Um conjunto de spikes é uma sequéncia de impulsos nervosos ou
potenciais extracelulares, produzidos por um ou mais neurdnios, localizados possivelmente
distantes de um microeletrodo, sendo 0 mesmo conjunto de spikes observado por um periodo

de tempo relativamente longo. E importante salientar que o mais importante no sinal sdo os
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spikes porque a informag&o esta contida neles e no atraso consecutivo entre dois deles. J& um
burst é uma sequéncia de spikes que sdo separados entre si por tempos muito reduzidos,
tipicamente menores que 100 ms (MARQUES et al., 2010).

102-01-basalel-1-21

bqu[t
100 f__\ =

Amplitude [uV]

=
atividade basal

100 150
Time [sec)

Figura 2. 5 - Atividade elétrica tipica de um eletrodo da matriz multieletrodo. Escala vertical: amplitude [uV] e

escala horizontal: tempo [s].
Um trem de spikes é definido pela equacéo 2.1:
N
ST() =) d(t-t,) (2.1)
s=1
onde N é o nimero de spikes detectados na sequéncia e ts € o tempo de ocorréncia do spike.
Para que um spike seja detectado é preciso estabelecer um valor de threshold (limiar) que é

calculado como multiplo do desvio padréo, sendo que o ultimo é calculado sobre a atividade
basal. Além disso, o valor de limiar padréo adotado € de 7 ou 8.
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Utilizando o esquema mostrado na Figura 2.6, é possivel detectar um spike. Tem-se um sinal
elétrico dividido em janelas, sendo que essas janelas deslizam até percorrer todo o sinal. Em
cada uma dessas janelas deve conter um simples spike e para realizar o armazenamento de
spikes, deve-se comparar 0 maximo e 0 minimo pico existente dentro de uma janela com o
valor de threshold calculado. Se o valor do maximo e minimo pico dentro da janela for maior

do que o valor de threshold, um spike serd armazenado.

Figura 2. 6 — Deteccdo de spikes

A partir da andlise de spikes, é possivel conseguir 0s seguintes pardmetros: nimero total de
spikes; quantidade de spikes que formam bursts; porcentagem de spikes rand6micos;
frequéncia média de picos em um burst (picos/s); e, frequéncia média de spikes em um burst

(spikes/s).

A série de intervalo entre spikes (série ISI) € constituida dos instantes de tempo onde houve
spikes. Esta série se inicia no ponto zero e a cada novo spike, o tempo em que ele ocorreu é

armazenado, gerando ao final uma série de tempos onde spikes foram detectados.

Um burst é uma seqiiéncia de spikes que ocorrem simultaneamente em diversos canais e
possui duragdo igual a soma de todos os ISI (intervalos entre spikes) contidos num mesmo
conjunto. Além disso, o valor padrdo de threshold estabelecido para detec¢do de bursts € de

0,4 bursts/min.
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Para deteccdo de um burst, deve-se saber que dentro deles, os spikes sdo muito préximos
podendo possuir um ISI maximo na ordem de 100 ms. A distancia entre bursts deve ser de no
minimo 100 ms (IBI, intervalo entre bursts, minimo na ordem de 100 ms). Além disso, um

burst é formado por certo nimero de spikes (5 a 10 spikes).

Um trem de bursts € definido pelas equagdes 2.2

Ty

M t-t, - e 1 N N, (2.2)
BT(®) =Y | AN % Ay = T—bLb 2., O(t-t pt= N
b=1

b

onde M é o numero total de bursts e T, € 0 tempo de ocorréncia de um burst. Essa equagéo
pode ser exemplificada pela Figura 2.7 que mostra os retangulos brancos como bursts e o

intervalo entre eles como o IBI. Observe que cada burst é constituido de varios spikes e o ISl
representa o intervalo entre eles.

Burst Amplitude:

Figura 2. 7 — Deteccéo de bursts

A partir da andlise de bursts, consegue-se obter: taxa média de bursts (bursts/min); namero

total de bursts; média de spikes por bursts; duracdo dos bursts (ms); e, intervalo entre bursts

().
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2.4 SOFTWARE SPIKEMANAGER

Estudos relacionados a rede neural ndo estdo interessados em medidas de tensdo ou corrente
precisas, mas procuram observar potenciais de acdo que ocorrem em uma dada area e tempo,
pois pesquisadores acreditam que 0s neurbnios se comunicam através dos spikes e isso seria
uma forma de entender o cddigo neural. Sendo assim, cada spike pode ser descrito em um
instante de tempo em que ele possui ponto de méaximo, fazendo com que ele possa ser

facilmente detectado com uma boa preciséo.

Para se obter pardmetros relevantes a respeito do codigo neural, necessita-se de fazer medidas
em longo prazo, de minutos a horas ou mais. Devido a isso, sdo gravados dados na ordem de
Gbytes de informagfes como resultado de um simples experimento e, portanto, o
processamento desses dados ndo seria muito fécil. Para aplicacdo da técnica cléssica de
deteccdo de spikes foi desenvolvido um software em Matlab® pelo NBT-DIBE
(Neuroengineering and Bio-nanoTechnology Group — NBT, Department of Biophysical and
Electronic Engineering — DIBE) da Universidade de Génova, denominado SpikeManager
(VATO et al., 2004). O software foi atualizado, adicionando-se a ele fungdes responsaveis
pelo agrupamento dos dados, pela geragdo de mapas de atividade da taxa média de disparos
de spikes (MFR - Mean Firing Rate), da taxa media de bursts (MBR — Mean Burst Rate),
entre outras funcdes. Este software, portanto, € uma ferramenta para gerenciamento e
processamento de sinais em varios canais. O objetivo do SpikeManager é permitir uma
analise estatistica de culturas neurais in vitro com uma simples e répida forma de

gerenciamento de uma grande quantidade de dados.

A primeira ferramenta desenvolvida no SpikeManager é a deteccéo de picos que tem fungdo
de extrair 0s eventos de spikes a partir dos sinais para varias analises. Vrios algoritmos foram
desenvolvidos, mas o melhor consiste na criacdo de um vetor com 0 mesmo comprimento do

vetor de dados no qual € armazenado apenas informacdo da amplitude e tempo dos spikes.
Foram desenvolvidos alguns critérios para deteccéo de picos. O primeiro deles é a detecgdo

de picos por limiar diferencial. Nesse critério, uma janela que contém um simples spike

percorre todo o sinal e faz uma comparacédo até que a diferenca entre 0 maximo e o minimo
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dentro da janela seja maior do que um valor de limiar pico a pico pré definido e, quando isso

ocorre, um spike é armazenado.

O segundo critério € a deteccdo de picos com limiar positivo e negativo. Nesse critério,
existem dois limiares diferentes. Quando o pico positivo do sinal é maior do que o pico
positivo do limiar, o pico negativo do sinal € menor do que o pico negativo do limiar e o
atraso entre dois eventos sequenciais é maior do que o periodo de refracdo, um spike é

armazenado.

Por fim, o dltimo critério apresentado foi detec¢do de picos por limiar a partir do desvio
padrdo e possui um funcionamento semelhante ao critério por limiar diferencial. O valor de
limiar € computado multiplicando um fator digitado por usuéarios pelo desvio padréo
calculado sobre a atividade basal. Como padréo, utiliza-se um fator de nimero 7 ou 8. A
janela que contém um simples spike desliza até que a atividade neural dentro da janela esteja

acima do valor de limiar estabelecido. Quando isso ocorre, um spike é armazenado.

O intervalo entre spikes (ISI) corresponde ao tempo entre dois spikes consecutivos. O
histograma de intervalo entre spikes é construido a partir do agrupamento de vérios ISI’s. A
analise do histograma ISI prové uma estimativa estatistica da probabilidade de disparos de

spikes consecutivos em relagéo a um spike de referéncia.

A detecgéo de bursts ocorre porque prové uma grande quantidade de informagéo a respeito da
vida coletiva da rede neural. Um burst € detectado quando um conjunto de spikes é
encontrado e a somatdria das amplitudes dos spikes dentro do conjunto é maior do que um
valor de limiar pré-definido. A partir da deteccdo de bursts, consegue-se o tempo de
ocorréncia de bursts em segundos, a duragdo deles em milissegundos ou segundos, intervalo
entre bursts (IBI) em milissegundos e a amplitude deles. O IBI, analogamente ao ISI, €

definido como o tempo entre um burst final e um burst seguinte.
Algumas adequacdes foram feitas no SpikeManager para melhor processamento e posterior

analise dos resultados. Desenvolveu-se um programa responsavel por agrupar as quatro fases

de 5 minutos cada em um Unico arquivo de 20 minutos. Isso foi necessario, pois, ao analisar
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as fases separadamente, poderia ocorrer o inicio de um burst no final de uma fase e o final do
mesmo burst no inicio da fase seguinte. Caso isso ocorresse, o software utilizado para
processar os dados entenderia que existem dois bursts separados, o que ndo corresponde a
realidade. Nesse sentido, o agrupamento foi feito para que diminuisse possiveis erros que

poderiam ser gerados entre o final de uma fase e a fase seguinte.

A partir do SpikeManager os sinais podem ser processados e varios quantificadores podem
ser obtidos. Entre eles: conversdo de dados, deteccdo de picos, andlise de spikes, analises de
bursts, graficos de Raster Plot, histogramas de intervalos entre spikes (ISl — Inter Spike
Interval), histogramas de intervalos entre bursts (IBI — Inter Burst Interval), taxas médias de
disparo de spike (MFR — Mean Firing Rate) e de ocorréncia de bursts (MBR — Mean Burst
Rate) para cada DIV, além de outras estatisticas observadas a partir desses valores. O
primeiro passo para o processamento dos dados eletrofisiologicos é reduzir a inacreditavel
quantidade de dados gravados. Os dados sdo disponiveis em formato binério (cada valor =

2bytes) e podem ser facilmente lidos pelo Matlab.

Para fazer a deteccdo de picos, o sinal é dividido em janelas de 3 ms e 0 maximo e o0 minimo
pico dentro de cada janela é analisado. O software cria um vetor de threshold denominado
thresh que é um multiplo do desvio padrdo calculado a partir da atividade basal. Se a
diferenga entre 0 méximo e o minimo pico em cada 3 ms for maior do que o valor de
threshold, um spike é armazenado e posicionado no tempo correspondente ao maior valor
entre 0 maximo e o minimo analisado, caso contrario, um novo quadro é analisado. Os dados
sdo salvos em um vetor denominado peak_train que contém o tempo em que 0s spikes foram
armazenados e a amplitude pico a pico deles, necessérias para varias identificacdes de bursts.
Além da variavel peak_train, outra varidvel armazenada é a artifact que contém a ocorréncia

de estimulos e é claramente identificada, j& que é bem maior do que o vetor de spikes.

Os dados entdo foram reduzidos gracas ao comando de deteccdo de picos. Apoés isso, eles
podem ser analisados pelo comando analise de spikes ou analise de bursts. Para o primeiro
caso, 0 pardmetro que pode ser extraido é a taxa média de disparos (MFR) que corresponde ao
nimero de spikes que ocorrem em uma janela com um tempo definido, geralmente um

maltiplo de 5 minutos, ou seja, uma fase.
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Um burst é encontrado a partir do comando de deteccdo de bursts. Uma janela de 200 ms
percorre uma varidvel denominada buffer que contém 2000 amostras do vetor criado a partir
do comando de deteccdo de picos (peak_train). Se o somatdrio dos picos dentro da variavel
buffer for maior do que zero, um grupo de spikes pode identificar o comego de um burst.
Além disso, se a amplitude total dos spikes dentro de um bloco for superior ao limiar de burst,
0 grupo de spikes detectados é considerado como um burst e uma varidvel denominada
burst_train é criada e atualizada apds cada comparagdo. Um burst termina quando o primeiro

bloco depois de um bloco constituido de bursts ndo possui nenhum spike.

Alguns parametros padrfes sdo utilizados no processamento dos dados, conforme
apresentados na Tabela 2.1. O valor do limiar estabelecido para detecgdo de picos é calculado
como sendo 8 vezes o desvio padrdo de uma janela do sinal dimensionada de modo a ndo
conter picos, (CHIAPPALONE, 2003). A frequéncia de amostragem € ajustada a 10.000
amostras por segundo. A deteccdo de picos é baseada uma janela de 2 milissegundos que
desliza ao longo do sinal. E também usado um valor de limiar de artefato de 800 pV e uma
distancia minima de artefato de 0,5 segundos. A taxa média de disparos de spikes é calculada
considerando um valor minimo de disparos de 0,1 spikes por segundo e uma janela de artefato
de 4 ms. Para o célculo dos histogramas ISI considera-se um bin (tamanho da janela) de 2 ms.
A deteccdo de bursts é realizada com um nimero minimo de spikes dentro de cada burst igual
a 5, um valor maximo de intervalo entre spikes dentro de cada burst de 100 ms, um valor
limiar para taxa de bursts de 0,4 bursts por minuto e uma janela de artefato de 4 ms. J4 para
os histogramas de IBI utiliza-se um bin de 1 segundo. Tais parametros séo ajustados de
acordo com (CHIAPPALONE, 2003).

Para andlise de dados, deve-se primeiramente realizar a gravacdo dos sinais através de um
sistema de aquisicdo de dados. Esses dados séo convertidos em formato aceito pelo Matlab
(.MAT) e é feito uma deteccéo de spikes. A partir disso, analisam-se 0s spikes e faz-se uma
deteccdo de bursts, para posteriormente fazer uma analise de bursts. Essas Ultimas funcdes

séo realizadas pelo SpikeManager.
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Tabela 2. 1 - Parametros utilizados no processamento dos dados

Parametro

Valor

Unidade

Limiar de deteccéo de picos 8 vezes 0 desvio padrdo
Frequéncia de amostragem 10.000 amostras/s
Janela para deteccéo de picos 2 ms
Limiar de artefato 800 [\
Distancia minima de artefato 0,5 S
Taxa de disparos de spikes 0,1 spikes/s
Janela de artefato 4 ms
Tamanho da janela (bin ISI) 2 ms
Spikes/burst 5 spikes
Intervalo entre spikes dentro dos bursts 100 ms
Limiar para taxa de bursts 0,4 bursts/min
Janela de artefato 4 ms
Tamanho da janela (bin 1BI) 1 S

Alguns menus disponiveis a partir do SpikeManager podem ser visualizados a seguir.

MCD - MAT Converter
Os dados séo gravados em formato .MCD e convertidos para .MAT (formato do Matlab),
sendo que cada arquivo contém gravacdo de cinco minutos dos sessenta canais e na

conversdo, um arquivo .MCD é convertido em sessenta arquivos .MAT.

Peak Detection

A deteccdo de picos é feita primeiramente calculando o valor de limiar, mostrado
anteriormente. Seleciona-se primeiro o trecho a ser calculado e um vetor de sessenta valores é
criado. Apos a criacdo do vetor de threshold, é feito uma comparacdo entre esse vetor e o
sinal gravado. A partir disso, outros vetores sdo armazenados com os valores de trens de picos

detectados.
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Raw Data and Peaks
O SpikeManager realiza graficos dos sinais gravados com 0s seus respectivos picos e spikes,
sendo os ultimos representados pelos pontos vermelhos na Figura 2.8. Observa-se que todo

spike é pico, mas nem todo pico € spike.

371-01-DIV25-Nbasal-1,1
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Figura 2. 8 - Sinal de um microeletrodo da MEA com os respectivos spikes identificados pelos pontos

vermelhos

Expoente Alfa

A Figura 2.9 mostra os valores do Expoente Alfa (curva em azul) para cada DIV. As barras
pretas acima e abaixo da curva azul representam o desvio-padrdo do quantificador estudado.
O eixo y representa o valor médio do Expoente de Alfa para todos os 60 canais da MEA e o

eixo X representa o DIV que esta sendo analisado.
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Figura 2. 9 - Expoente de Alfa médio para os DIV’s 08 a 88.
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Expoente de Hurst

Analogamente ao gréfico do Expoente de Alfa, temos a Figura 2.10 que representa o valor
médio do Expoente de Hurst para cada DIV com o respectivo desvio-padrdo. O eixo y
representa 0 valor médio do Expoente de Hurst para todos os 60 canais da MEA e 0 eixo x
representa 0 DIV que esta sendo analisado.

Mean Hurst Exponent

0,50 //\\‘ /\ T e oo o i I\ ./ T - T
2 TN N AN A N

I 7 1 l\V" \I/ —

8 11 15 18 22 25 29 32 36 39 43 46 50 53 57 60 64 67 71 74 78 81 85 88
Div

Figura 2. 10 - Expoente de Hurst médio para os DIV’s 08 a 88.

Atividade elétrica espontanea
A Figura 2.11 € um gréfico que mostra a evolugdo da atividade elétrica espontanea do canal
83 do experimento 364. O eixo x representa 0 tempo em segundos e 0 eixo0 Yy representa a

amplitude em pV.

Raster Plot

O proximo gréfico apresentado é o Raster Plot que mostra o comportamento do sinal de cada
eletrodo ao longo do tempo, em relacdo ao disparo de spikes. Neste grafico representado pela
Figura 2.12 cada nimero na vertical (eixo y) representa os eletrodos ou canais da cultura, e na
horizontal (eixo x) tem-se o tempo em segundos. Para cada eletrodo pode ser vista a
quantidade de spikes detectados durante os 20 minutos (ou 1200 segundos) de experimento. O
objetivo desses graficos é possibilitar uma répida visualizacdo geral do estado de ativacdo
elétrica do tecido analisado, considerando os 60 microeletrodos ao mesmo tempo, e nao

informagdes detalhadas de cada microeletrodo.
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Figura 2. 11 - Grafico de atividade elétrica do experimento 364, canal 83, DIV11
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Figura 2. 12 - Gréfico de Raster Plot do experimento 364, DIV 08
Intervalo entre Spikes

O grafico apresentado na Figura 2.13 mostra os valores de ISI (Inter Spike Interval - intervalo

entre spikes) calculados a partir do vetor de trem de spikes fornecidos pelo software
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SpikeManager. O eixo y mostra o intervalo entre spikes em milissegundos e 0 eixo X mostra o
dia in vitro. Para cada DIV, tem-se uma média dos valores de ISI dos 60 canais da MEA. As
variagdes mostradas em cada DIV representadas pelas barras verticais acima dos valores de

ISI representam o desvio-padréo do ISI para o respectivo DIV.
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Figura 2. 13 - Intervalo entre spikes (ISI) médio para cada cultura ao longo do tempo.

Intervalo entre Bursts
Analogamente ao que foi apresentado na Figura 2.13, a Figura 2.14 mostra valores médios de

intervalos entre bursts (IBI). Para cada DIV, tem-se uma média dos valores de IBI dos 60
canais da MEA. As variagdes mostradas em cada DIV representadas pelas barras verticais

acima dos valores de I1BI representam o desvio-padréo do IBI para o respectivo DIV.
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Figura 2. 14 - Intervalo entre bursts (IBI) médio para cada cultura ao longo do tempo.
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Region Color IS1 e SD Region Color ISI

Apresenta-se também os valores médios de intervalo entre spikes por canal em cada DIV por
experimento, obtendo-se uma figura similar a Figura 2.15. J& na Figura 2.16, observa-se o
desvio-padrdo do intervalo entre spikes. Cada quadrado mostrado representa a localizacéo
espacial de um eletrodo da MEA, supondo-se vis&o superior do dispositivo. Assim, na Figura
2.15, tem-se informacdo mais detalhada acerca do comportamento médio da atividade
elétrica, em termos do ISI, para cada eletrodo, ao longo do tempo. Além disso, deve-se notar
que nesta mesma figura os eixos x e y correspondem & localizagdo espacial dos
microeletrodos e, portanto, a informacao central esta concentrada na magnitude do ISI médio,
ou seja, na cor de cada quadrado. Ao analisar a Figura 2.15, percebem-se cores diferentes
para determinados eletrodos. Do lado direito de cada figura, é possivel visualizar uma escala
de cores, desde 0 (zero), que é representado pela cor azul-escura, até 500 que é representado
pela cor vermelho-escura. Assim, cada cor das Figuras 2.15 a 2.18 representara um respectivo

valor de acordo com a escala de cores posicionada no lado direito de cada figura.

Region 151 - Interspike Interva

msec

Figura 2. 15 - Intervalo entre spikes por regido para o experimento 364, DIV 08
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Region SO 151 - inberspike Intenval
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Figura 2. 16 - Desvio-padrdo do intervalo entre spikes por regido para o experimento 364, DIV 08

Region Color IBI e SD Region Color IBI

Analogamente ao que foi mostrado para o ISI, mostraremos para o IBI (Intervalo entre
Bursts). A Figura 2.17 apresenta os valores médios do intervalo entre bursts por canal para o
experimento 364. J& na Figura 2.18 é possivel visualizar o desvio-padréo do intervalo entre
bursts para o experimento 364. Assim sendo, na Figura 2.17, tem-se informagdo mais
detalhada acerca do comportamento médio da atividade elétrica, em termos do IBI, para cada
eletrodo, que pode ser associado a certo quadrado da figura, ao longo do tempo. Além disso,
deve-se notar que nessa mesma figura os eixos x e y correspondem & localizacéo espacial dos
microeletrodos e, portanto, a informacao central esta concentrada na magnitude do 1Bl médio,

ou seja, na cor de cada quadrado.
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Region |BI - Interburst Interval

Figura 2. 17 - Intervalo entre bursts por regido para o experimento 364, DIV 08

Region S0 1Bl - Inberburst inberval

Figura 2. 18 - Desvio-padrdo do intervalo entre bursts por regido para o experimento 364, DIV 18

NUmero de canais com ruido, spikes e bursts
Outro quantificador utilizado no processamento dos sinais registrados a partir das matrizes
multieletrodo foi relativo a quantidade de canais que possuem apenas ruido, apenas spikes e

apenas spikes e bursts. Este quantificador é apresentado pela Figura 2.19, onde o eixo y
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representa a quantidade de canais e o0 eixo X representa os DIVs. Observa-se em tonalidade
mais forte a quantidade de canais que possuem bursts. A quantidade de canais que possuem
spikes é apresentada em tonalidade média, da qual a quantidade de canais que possuem bursts
(tonalidade forte) faz parte. Por fim, a quantidade de canais que possuem apenas ruido, seja de

instrumentacdo ou bioldgico, é apresentada na tonalidade mais clara.

Channels Statistics
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Figura 2. 19 - Namero de canais que possuem apenas ruido e apenas spikes e/ou bursts ao longo do tempo.

Histogramas de intervalos entre spikes (ISI)

Os histogramas de ISI (Inter Spike Interval) estimam a probabilidade de um determinado
intervalo entre spikes ocorrer em certo tempo. Os histogramas IS1 por DIVs sdo representados
pela Figura 2.20, com intervalo de 0 a 50 ms, que corresponde a uma faixa em que a atividade

de spikes € melhor observada.

Histogramas de intervalos entre bursts (1BI)

Os histogramas de IBI (Inter Burst Interval), analogamente aos histogramas ISI, mostram a
probabilidade do intervalo entre bursts ocorrer também em um determinado tempo. A Figura
2.21 exibe os histogramas IBI para cada DIV, nos quais o intervalo entre bursts foi tomado de

0 a 20 segundos, devido a maior densidade de IBIs nessa faixa.
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Figura 2. 20 - Histograma de intervalos entre spikes.
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Figura 2. 21 - Histograma de intervalos entre bursts.
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Estatisticas
Apresenta-se, por fim, as estatisticas dos experimentos processados, conforme Figuras 2.22-
2.27. E possivel realizar uma comparacio em relagio aos spikes e em relagio aos bursts dos

experimentos analisados neste trabalho.

A Figura 2.22 apresenta o nimero total de spikes médio para cada DIV analisado. O eixo y
representa o valor total médio de spikes e 0 eixo x representa o respectivo DIV. A Figura
2.23 apresenta 0 numero medio de spikes que formam bursts em cada DIV. O eixo x
representa o DIV analisado e o eixo y representa a quantidade média de spikes que constituem

bursts no DIV em quest&o.
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Figura 2. 22 - Namero total de spikes para cada DIV.
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Figura 2. 23 - Namero médio de spikes que formam bursts em cada DIV.

A Figura 2.24 representa a porcentagem de spikes aleatdrios para cada DIV, sendo 0 eixo x 0
DIV e o eixo y a porcentagem de spikes randdémicos. Ja a Figura 2.25 apresenta 0 numero
total de bursts para cada DIV. O eixo x representa 0 DIV e 0 eixo0 y representa 0 nimero

médio de bursts para todos 0s experimentos.

46



% of Random Spikes

Total of Bursts

10000

8000
5000
4000
2000

Random Spikes [%)]

—m

i

& 1 15 18 22 25 29 32 36 39 43 46 50 53 57 B0 B4 67 71 74 78 81 85 88

DIV

Figura 2. 24 - Porcentagem de spikes aleat6rios em cada DIV.
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Figura 2. 25 - Numero total de bursts em cada DIV.

A Figura 2.26 apresenta o nimero médio de spikes por bursts em cada DIV. Por fim,

analisando o ultimo resultado estatistico extraido do processamento pelo SpikeManager

apresentado na Figura 2.27, que representa a duragdo média dos bursts dada em

milissegundos em cada DIV, observa-se que o comportamento deste quantificador é similar

ao quantificador de quantidade de spikes por bursts apresentado anteriormente.

Spikes/Bursts

Mean Number of Spikes in Burst

.

 citoviois |

? | ﬂﬂ | WFFWHWWW

8 11 15 18 22 25 29 32 36 39 423 46 50 53 o7 60 B4 67 71 74 78 81 85 88

DIv

Figura 2. 26 - Numero médio de spikes por burst em cada DIV.
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Mean BurstDuration [ms]
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Figura 2. 27 - Duragdo média dos bursts em cada DIV.

Nos proximos capitulos serdo apresentados processamentos utilizando o software
SpikeManager e outras ferramentas matematicas para processamento e posterior anélise dos

resultados.
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2.5 CRESCIMENTO DA CULTURA

Diversos artigos da literatura se dedicam ao estudo do processo de conex&o funcional entre as
células e os microeletrodos, o que possibilita também a compreensdo acerca da formagéo de
redes neurais biolégicas (CHIAPPALONE, 2006; CHIAPPALONE, 2007; KAMIOKA, 1996;
TATENO, 2002; VAN PELT, 2004; VAN PELT, 2005). Esses artigos se valem da analise da
atividade espontéanea, registrada através de MEAs. A Tabela 2.2 a seguir resume as principais

caracteristicas dos estudos que podem ser considerados mais importantes.

Uma observacdo importante é que a quantidade de culturas medidas apresentadas na Tabela
2.2 se refere apenas ao total de culturas efetivamente monitorado ao longo do méximo
periodo de duragdo do estudo. Com base nos resultados obtidos pelos artigos associados a esta
tabela, o texto a seguir e a Tabela 2.3 sintetizam os principais fendmenos observados e

respectivas interpretacdes fisiologicas.

2.5.1 Etapa 1: Dia In vitro (DIV) 1 - DIV7 (12 Semana In vitro - SIV)

Caracterizada por uma pequena quantidade de spikes aleatorios, presentes em quase todos 0s
canais; a microscopia eletronica revela tipos imaturos de sinapses e densidade sinaptica muito
baixa. Isto explica a quase inexisténcia de bursts, como uma consequéncia do padrdo da
densidade sinéptica, predominando conexdes proximas, do tipo juncdo gap (CHIAPPALONE,

2006). Desta forma, os neurdnios podem ser considerados isolados (VAN PELT, 2005).

2.5.2 Etapa 2: DIV8 — DIV14 (22 SIV)

Caracterizada por uma pequena quantidade de bursts de longa duracdo, podendo atingir até
um segundo conforme (VAN PELT, 2004). Estéo presentes inicialmente em alguns canais e, a
medida que o tempo passa, expandem-se para quase todos os microeletrodos. O aumento
expressivo da sinaptogénese quimica leva o estabelecimento de uma grande quantidade de
conexdes distantes, processo este mediado provavelmente pelas vias glutamatérgicas e/ou
pelos receptores AMPA, tal que a taxa média de disparos atinge o valor de 1,4 spikes/s em
DIV14 (CHIAPPALONE, 2006). Para este ultimo dia, ocorre um pico na quantidade de

spikes presentes em um burst e o tempo medio de duragdo dos bursts alcanga seu maximo

49



(CHIAPPALONE, 2006). O mecanismo de inibi¢do sinptica esta pouco desenvolvido, sendo

que a rede de conexdes pode ainda ser considerada imatura (VAN PELT, 2004).

2.5.3 Etapa 3: DIV15 - DIV28 (3% e 42 SIV)

Caracterizada por uma grande quantidade de bursts de curta duragéo, atingindo valores
minimos de até 30 ms, segundo (VAN PELT, 2004; VAN PELT, 2005), com padrbes
repetitivos periodicos, presentes em quase todos os canais, revelando um grande sincronismo
e uma grande variabilidade no processo de geracdo dos bursts. H4 um expressivo crescimento
das conexdes sindpticas proximas e decréscimo das conexdes distantes, confirmado por
microscopia eletronica. Entre o DIV15 e o DIV20, (TATENO, 2002) apresenta evidéncias
experimentais da forte atuacdo de receptores antagonistas do tipo receptor GABA sobre as
células. Além disso, (KAMIOKA, 1996) sugere que o influxo de ion célcio associado aos
intensos bursts, durante esta etapa, pode disparar mecanismos de sinalizagdo celular
responsaveis pelo desenvolvimento de sinapses. Observa-se a completa maturacdo das
conexdes excitatorias, fato este provavelmente causado pela a¢do do receptor NMDA, tal que
a taxa media de disparos atinge o valor de 2,2 spikes/s em DIV21, observando-se também o
pico da taxa media de bursts (CHIAPPALONE, 2006; KAMIOKA, 1996). A partir do DIV
22 (42 SIV), inicia-se a reducdo das sinapses nos dendritos, levando ao equilibrio entre
excitacdo e inibicdo, acarretando diminui¢do no tempo médio entre bursts (VAN PELT,
2004).

2.5.4 Etapa 4: DIV29 — DIV35 (5% SIV)

Caracterizada por uma grande quantidade de spikes aleatdrios, porém altamente sincronizados
(KAMIOKA, 1996), presentes em quase todos os canais, conseqiiéncia do declinio transitorio
no ndmero de sinapses. Tal comportamento da densidade sindptica é confirmado por
microscopia eletronica. As taxas médias de disparos atingem os valores de 1,7 spikes/s e 1,3
spikes/s em, respectivamente, DIV28 e DIV35; ao passo que o padréo de bursts da rede é
bastante estavel, sem grandes alteragdes, revelando que o padréo de conectividade sinéptica
atingiu a maturidade ou a estabilizacdo. Assim sendo, a cultura estaria mais propicia a
apresentar formas rudimentares de “aprendizado ou de memoria”, ou ainda ser influenciada
por estimulos externos “sensoriais” (CHIAPPALONE, 2006; VAN PELT, 2005). Além disso,

particularmente para o 30° DIV observou-se que o histograma de intervalo entre bursts
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assume um formato préximo a uma distribui¢do de Poisson (TATENO, 2002), sendo que a
duracdo média destes é da ordem de 300 milissegundos (KAMIOKA, 1996).

As quatro etapas acima discutidas devem ser confrontadas com o artigo (MOODY, 2005), que
discute o papel da atividade neural espontanea, assunto principal da presente dissertagéo e
base experimental de todos os trabalhos acima discutidos. No processo de crescimento
celular, os neurdnios exibem caracteristicas de estabilidade e plasticidade nos seus padrdes de
atividade: a primeira por terem a capacidade de manter sua atividade espontanea constante e a
segunda por conseguirem fazer uma transicdo bem sucedida dos estados de atividade
esponténea (etapas 1 e 2 supracitadas, em que tanto spikes como bursts séo aleatdrios) para
aqueles de disparos padronizados (etapas 3 e 4 supracitadas, em que tanto spikes como bursts
séo sincronizados). Durante a transicdo (etapa 3), ocorre igualmente o desenvolvimento dos
canais idnicos voltagem-dependente, os quais também possuem papel fundamental no
processo de crescimento das células; isso tudo em contraste com as juncbes gap

desenvolvidas durante a etapa 1.

Ainda com base em (MOODY, 2005), a atividade elétrica dos neurdnios durante seu processo
de crescimento regula a expressdo de uma grande diversidade de canais Ca’", voltagem e
ligando dependente. A regulacdo dos canais ionicos voltagem-dependente por atividades
elétricas das células pode inclusive controlar a distribuicdo espacial desses canais. Por outro
lado, o surgimento desses canais em nervos em desenvolvimento e muasculos, ajuda a regular
a transicdo entre os estados imaturos (etapas 1 e 2) e maduros (etapa 4) das células, seja
compensando a atividade elétrica excessiva durante o processo (vide etapa 3), ou monitorando
0 momento exato de eliminar a atividade espontanea para uma transicdo bem sucedida. Deve-
se ressaltar que tais comentérios sdo bastante coerentes com aqueles apresentados em
(KAMIOKA, 1996).
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Tabela 2. 2 - Sintese das principais caracteristicas dos estudos da literatura dedicados a analise da maturagdo de culturas neurais, baseados em registros de atividade elétrica

espontanea
Quantidade de ) )
Quantidade de Quantidade
Culturas o
) ) Dias in vitro Total de )
Tipo de Detalhes no Medidas (Qc) e ) ) Tipo de Detalhes do
. Medidos Experimentos
Artigo Cultura Preparo da Tempo de ) ) MEA Processamento de
) ) (Qd): Quais Avaliados (Qt) . o
(Animal) Cultura Registro por ) Utilizada Sinais
) Dias Foram Qt=Qc*Qd*
Experimento .
Medidos T [horas]
(T) [horas]
Cortex de embrides de 17 Qd = 45: ndo Qt=45

(KAMIOKA, 1996)

dias, ratas

especificada)

(espécie ndo

Néo especificado

Néo especificados

Especificou quais dias
foram medidos

Supondo 1 cultura e 1
hora de registro

Nao especificado

Néo especificado

Cortex de embrides de 18

Néo especificado

Qc =44; T=7(em

Qd =63:DIV3 - DIV

MEA planar de 64 canais;

(TATENO, 2002) . . o Qt = 19404 distancia entre eletrodos: Focalizada em bursts
dias, ratas Wistar média) 65
180 mm
Dissociada, cortex de | Cultivados em 2 ml de meio . Frequéncia de
. . o . . Placas MEA de 60 canais;
(VAN PELT, 2004) | embrides de 18 dias, ratas | condicionado de glia (GCM) | Qc=5;T=1 Qd = 49: todos os dias | Qt =245 n amostragem de
) didmetro dos eletrodos: 20 pm
Wistar 22,2 kHz
Dissociada, cortex de | Cultivados em 2 ml de meio . )
. . o . Qd =49: DIV1-DIV MEA hexagonal; didmetro dos | Considera “bursts da
(VAN PELT, 2005) | embrides de 18 dias, ratas | condicionado de glia (GCM) | Qc=5;T=1 Qt =245
) 49 eletrodos: 10 um rede”
Wistar
Dissociada, cortex de | Nao usou substancias Qd =5:DIV 7, 14, 21, MEA planar de 60 canais;
(CHIAPPALONE, Qt=17

2006)

embrides de 18 dias, ratas

Sprague-Dawley

antimitéticas para impedir

crescimento de glia

Qc =10; T =20 min

28, 35.

distancia entre eletrodos: 200

mm e diametro: 10 mm

Néo especificado
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Tabela 2. 3 - Sintese dos principais fenémenos e interpretagdes ligadas as diversas etapas do processo de maturacéo de culturas neurais, com base em (CHIAPPALONE,
2006; KAMIOKA, 1996; TATENO, 2002; VAN PELT, 2004; VAN PELT, 2005; MOODY, 2005).

Etapa, Respectiva

Padrédo de Conexao

Canais 16nicos e/ou Eventos

L ) Sinéptica ) o Atividade
Denominagéo e Spikes Bursts . . Associados, Conectividade R
. (Microscopia . Espontanea
Duracéao . Neurotransmissores.
Eletronica)
DIV01-DIV07 Poucos e aleatérios, em | Praticamente Baixa densidade, imatura, o . .
. o . Juncdes gap Neurdnios isolados Presente (spikes aleatdrios)
(12 SIVv) quase todos os canais inexistentes préxima

DIV08-DIV14 (22 SIV)

DIV14: taxa média de

Pequena quantidade,
longa duragdo (pico) ao

final.  Presentes em

Alta densidade, imatura,

Mediacdo por vias glutamatérgicas

e/ou pelos receptores AMPA,; inibicéo

Neurdnios em tentativa de

Presente (bursts aleatérios)

DIV15-DIV28 (3% a 42
sIv)

disparo 1,4 spikes/s quase todos os canais e | distante . conexao
. . pouco desenvolvida
com maxima quantidade
de spikes
. Conexdes  excitatérias  maduras,

Grande quantidade, .

5 . . mediadas por NMDA; atuacdo do
pequena duragdo (30 | Expressivo  crescimento

Pico MFR = 2,2 spikes/s
(DIV21)

ms), elevado
sincronismo em todos 0s
canais. Pico da taxa
média de bursts no DIV

21

das conexdes proximas e
decréscimo das distantes.
Aproximando-se da
maturidade

GABA e dos canais de célcio para o
desenvolvimento de sinapses (DIV15-
DIV22). Surgimento do mecanismo
de inibicdo, que progressivamente
equilibra a excitagdo (DIV 22). Canais

voltagem-dependentes

Rede neural estabelecida

Atividade em processo de
estruturagéo

(bursts sincronizados)

DIV29-DIV35 (52 SIV)

Grande quantidade,

aleatérios, sincronizados,
em todos os canais. MFR

=1,7 spikes/s para DIV 28

DIV30:

histograma 1Bl préximo

Padrdo estavel.

a Poisson; IBl = 300 ms

Declinio das sinapses

maduras

Nao especificado

Estabilizacdo da rede
neural: cultura propicia a
“aprendizado  /memoria”

ou a estimulos externos

Atividade estruturada

(spikes sincronizados)
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Em sintese, o processo de maturacdo de redes bioldgicas in vitro € caracterizado por duas
fases principais (CHIAPPALONE, 2006):

(F1) Modulacéo e formacdo na conectividade sindptica (DIV1 — DIV14): desenvolvimento
inicial.

(F2) Maturagdo da conectividade sinaptica (DIV22 — DIV33): desenvolvimento tardio.

Observa-se ainda uma interessante correlagdo entre quantidade de sinapses e
duracdo/sincronismo de bursts. Quando ha uma densidade elevada de conexdes, 0s bursts
apresentam duragdo prolongada, sendo bastante sincronizados; e vice-versa (VAN PELT,
2005). De fato, (KAMIOKA, 1996) sugere que o influxo de ion célcio associado aos bursts,
pode levar & intensificacdo das conexdes e da complexidade da rede bioldgica em
conformidade com a Lei de Hebb (RUTTEN, 2002; VAN PELT, 2004): quando as
membranas pré- e pos-sinapticas sdo ativadas simultaneamente, a sinapse é reforcada e
estabilizada. Além disso, (CHIAPPALONE, 2007) demonstra experimentalmente como o
padrdo de sincronismo entre bursts ou spikes é altamente elevado para culturas maduras,
podendo ser alterado por estimulagdes externas. Em sintese, grandes flutuaces nas taxas de
disparo ou de bursts podem realmente ocorrer durante o tempo de crescimento neuritico
(VAN PELT, 2004), podendo ser associadas a outros eventos morfoldgicos e/ou fisioldgicos,

conforme discutido logo acima.
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Capitulo 3

Aplicacdo de Ferramentas Matematicas para Calculo da
Transformada de Fourier, Autocorrelacdo, Densidade

Espectral de Poténcia, Deteccao de Picos e Coeréncia

3.1 INTRODUCAO

O objetivo deste capitulo € demonstrar o processamento dos sinais reais captados a partir de
matrizes multieletrodo (MEA) e comparé-los utilizando diferentes ferramentas, a fim de
caracterizar tanto sinais normais (atividade espontanea) como patoldgicos (inducdo quimica)

no que diz respeito ao sistema fisioldgico destas células nas determinadas condigdes.

No que se diz respeito aos sinais biolégicos, como, por exemplo, 0s sinais registrados em
eletroencefalogramas (EEG), eletrocardiogramas (ECG), eletromiogramas (EMG) e matrizes
multieletrodo (MEA), existem vérias ferramentas que podem ser utilizadas para identificar
padrfes comuns, no caso de registros normais ou incomuns da atividade elétrica. Estas
ferramentas sdo essenciais no processamento dos sinais, pois geram quantificadores
importantes que possibilitam caracterizar o sistema biolégico em estudo. Dessa maneira, é
possivel comparar quantitativamente registros de atividades diferenciadas, tanto para
pesquisas de base dentro dessas areas, como também para gerar ferramentas que auxiliam

profissionais da salide no diagndstico de uma possivel patologia.

Neste trabalho, o enfoque foi os sinais registrados pelo dispositivo: matriz multieletrodo
(MEA). As MEAs sdo dispositivos construidos a partir de um substrato onde estdo alojados
60 microeletrodos, os quais ficardo em contato com o corpo celular do neurdnio (BORGES,
2009). Estes dispositivos tém diversas aplicagdes no campo da neurociéncia, que vao desde o
entendimento do funcionamento do neurdnio a utilizacdo de neuroimplantes, além de também

estarem sendo utilizados em estudos farmacoldgicos e de interface cérebro-méaquina.
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Dispomos neste trabalho o resultado de um estudo e familiarizacdo de técnicas de
processamento de sinais como: Transformada de Fourier, Autocorrelacdo, Densidade
Espectral de Poténcia, Deteccdo de Pico e Coeréncia. Estas técnicas foram estudadas e
aplicadas em sinais registrados pelo dispositivo matriz multieletrodo (MEA). As diversas
ferramentas foram calculadas tanto para sinais de condi¢des experimentais normais (atividade

esponténea), como sinais de experimentos de estimulagéo quimica.

3.1.1 Estado-da-arte da atividade esponténea

A atividade elétrica espontanea € uma forma primitiva de atividade celular. Sua fungdo est4
relacionada com a regulagéo de diversos processos de desenvolvimento neuronal e com a
formacédo de novas conexdes como na diferenciacdo neuronal, na determinagéo do fendtipo
neurotransmissor, na migracdo neuronal, no crescimento axdnico e formacgéo de dendritos, no
desenvolvimento dos canais idnicos, entre outros. Em um estdgio mais adiantado de
desenvolvimento, a atividade elétrica espontanea entre neurénios se consolida e as conexdes
excitatorias vao amplificar a despolarizagdo nas células espontaneamente ativas, iniciando
assim uma atividade espontanea de rede (BLANKENSHIP, 2010).

3.1.2 Estado-da-arte da atividade estimulada

Neurdnios cultivados em MEAs representam um sistema de biosensoriamento para aplicagdes
neurofarmacoldgicas, seja estudando efeitos de drogas desconhecidas e/ou detectando
compostos toxicos, porque a adicdo de quimicos modula a atividade eletrofisiol6gica de redes
neuronais, quando comparada a atividade esponténea intrinseca dos neurénios cultivados
(MARTINOIA, 2005).

No experimento utilizado, a estimulagdo quimica foi realizada através do farmaco APV (D-2-
amino-5-phosphonopentanoic acid), que € um antagonista de receptores NMDA. O aumento
da concentragdo de antagonistas, como o APV, diminui significativamente a taxa média de
disparos de spikes (MFR) e a taxa média de ocorréncia de bursts (MBR) em relacdo a
condicdo controle (atividade espontanea). 1sso ocorre porque a atividade sinéptica excitatoria

devido ao glutamato é deprimida, uma vez que os canais idnicos dos receptores NMDA foram
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bloqueados (MARTINOIA, 2005). Dessa maneira, a adicdo de APV restringe a atividade

elétrica da rede neuronal.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Os Sinais da MEA

A MEA utilizada foi a MEA60 (MULTI CHANNEL SYSTEMS, 2005) que contém 60
microeletrodos de 30 micrometros de didmetro cada e 200 micrometros de espacamento entre
eles (Figura 3.1). Esses eletrodos sdo distribuidos em uma matriz 8x8, com o0s cantos
excluidos. Cada registro seguiu 0 mesmo procedimento: as MEAs povoadas com as culturas
eram retiradas da estufa de CO, na qual eram mantidas e colocadas sobre um amplificador
cuja temperatura era controlada, podendo variar de 37,1 a 37,4 °C. As medidas eram iniciadas
ap6s 20 minutos, com o objetivo de permitir as células se adaptarem ao novo ambiente. Em
cada experimento coletaram-se 20 minutos de amostra do sinal da MEA, divididos em quatro

fases de 5 minutos cada, sendo as medidas subseqtientes.

@O
@O
®®®
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Figura 3. 1 — Disposicdo dos eletrodos de uma Matriz Multieletrodo
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E importante salientar que todas as MEAs utilizadas possuiam referimento interno, sendo este
0 eletrodo 15. Em todas as MEAs que foram coletados sinais, o eletrodo 15 ndo possui
registro de atividade neural, apenas o sinal de fundo, que corresponde aos ruidos que
influenciam no sinal (térmicos, elétricos, entre outros). Por este motivo, para toda e qualquer
analise dos sinais, sempre deve ser excluida a atividade observada no eletrodo 15. A

freqliéncia de aquisi¢éo dos sinais para estes experimentos foi de 10 kHz.

Neste trabalho, foram processados os primeiros 100 milissegundos do sinal registrado pelos
canais 32, 33, 43, 68, 77 e 78, dispostos conforme a Figura 3.1. Estes canais foram escolhidos
com o propo6sito de observar se existe interacdo ou indicios de conectividade entre aqueles
que estdo muito proximos e com o outro mais distante. Devido a grande quantidade de dados,
foram processadas duas etapas do experimento 58, o Basale3 (atividade elétrica esponténea) e
0 Apv3_1 (atividade elétrica estimulada por adicdo de APV 100 puM), cujos sinais podem ser

visualizados nas Figuras 3.2 e 3.3, respectivamente.
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Figura 3. 3 - Sinais registrados de atividade estimulada por APV para os canais 32, 33, 43, 68, 77 e 78.

3.2.2 Transformada de Fourier

Transformada de Fourier (TF) trata-se de um conjunto de calculos integrados que ira
decompor o sinal biol6gico nas suas componentes de frequéncia e amplitude. O principal
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quantificador gerado é o grafico do espectro da poténcia do sinal, pelo qual é possivel extrair
informagBes fundamentais acerca das frequéncias predominantes do sinal bioldgico, que

podem caracterizd-lo como normal ou patolégico.

A transformada de Fourier apresenta o sinal analisado como resultante da decomposi¢éo do
mesmo em um nimero infinito de sendides e cossendides, com frequéncias distintas acima e
abaixo de uma frequéncia fundamental, transformando uma sequéncia temporal numa

representacdo espectral.

A transformada de Fourier de uma funcéo integrével f(t) é definida conforme equagéo 3.1

0

3[f ()] = F(w) = jf(t)e‘j‘”tdt
S (3.1)

e a transformada inversa que recupera a funcéo original é definida conforme equagéo
1 i jot
f(t) == [F(o)edo
27 =, (3.2)
Assim, temos que F(w) é uma representacdo do sinal f(t) no dominio da frequéncia

representando as amplitudes de varias componentes de frequéncia da funcéo.

FourierFourierFourierFourierFourierFourier
Dessa maneira, consideramos um exemplo simples da aplicagédo da Transformada de Fourier
em MATLAB, utilizando uma sendide de amplitude 0.7 e frequéncia de 50 Hz, como

representado na Figura 3.4.
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Figura 3. 4 - Transformada de Fourier de uma sendide de amplitude 0.7 e freqiiéncia de 50 Hz

3.2.3 Autocorrelacéo

Autocorrelacdo € a medida do grau de similaridade de um sinal com ele mesmo deslocado no
tempo. E um método de analise no dominio do tempo que é bastante Gtil para o
estabelecimento do grau de coeréncia de sinais aleatorios e para a determinacéo do tempo de

captacdo e anlise destes sinais.

A funcéo de autocorrelagéo Re(tt:) ge um processo estacionario é definida como a
esperanca matematica do produto [X(t;)X(t)] em termos de funcdo densidade de

probabilidade conjunta p(xi, X2; t1, t2) como (equagdo 3.3):

R x (tl’tz) = E[X(t1)x(t2)] = J._O:c J._O:c X1 X, p(xw X, ;tl’tz)dxldxz (3.3)

Assumindo que t =t — t;, a equacdo 3.3 pode ser escrita conforme equagéo 3.4

R, (t,t+7) = E[X(t) X (t+7)] (3.4)
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Dessa maneira, consideramos um exemplo simples da aplicacdo da Autocorrelagdo em
MATLAB, utilizando uma sendide de amplitude 0.7 e frequéncia de 50 Hz, como

representado na Figura 3.5.

Sinal Simples
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Figura 3. 5 - Funcdo autocorrelagdo de uma sendide de amplitude 0.7 e freqiiéncia de 50 Hz

Utilizando a autocorrelagéo, (JOHNSON, 2008) desenvolveu uma matriz microeletrodos para
gravacdo simultanea de sinais eletrofisioldgicos enddgenos de dopamina extra-sinéptica. Os
experimentos mostraram um exemplo de dois tipos diferentes de respostas gravadas
simultaneamente sobre a mesma rede de microeletrodos. No primeiro, a resposta do neurénio
foi excitatoria, enquanto que no segundo, outros neurdnios apresentaram uma resposta
inibitéria em paralelo ao excesso de dopamina. Além disso, atraves de autocorrelogramas, foi

possivel notar uma maior incidéncia de bursting no segundo caso, em relagéo ao primeiro.
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3.2.4 Densidade Espectral de Poténcia

Para uma andlise do sinal no dominio da frequéncia utilizamos uma ferramenta denominada
densidade espectral de poténcia. A andlise do sinal no dominio da frequéncia pode oferecer
algumas informagdes a mais que escapam a anélise no dominio do tempo.

Para o célculo da densidade espectral de poténcia precisa-se saber o conceito de Transformada
de Fourier. A densidade espectral de poténcia para um processo estacionario no sentido amplo
é definida como a Transformada de Fourier da funcdo de autocorrelacdo do processo

aleatdrio, ou seja,

S, (@) = TRX(T)e_jde

17 i
R (r)=—|S,(w)e""dw
2r '[o (35)

A funcdo densidade espectral de poténcia (Sx(w) ou Sx(f)) descreve como é distribuida a
energia de poténcia de uma série temporal no dominio da frequéncia. A funcéo Sx(w) pode
ser calculada tanto para processos deterministicos quanto para processos estocésticos. A sua
unidade e Watts/Hertz.

Fourier
Dessa maneira, consideramos um exemplo simples da aplicacdo da Densidade Espectral de
Poténcia em MATLAB, utilizando uma sendide de amplitude 0.7 e freqliéncia de 50 Hz,

como representado na Figura 3.6.

No trabalho realizado por (YANLING-LI, 2007), foram analisadas as mudangas dos bursts
espontaneos sincronizados em culturas neuronais do hipocampo nos processos de
aprendizagem e memoria utilizando a Densidade Espectral de Poténcia dos sinais (PSD). Os
pesquisadores constataram que, antes de aprender, a PSD do sinal na rede neuronal foi maior
quando a frequéncia do sinal foi inferior a 3 Hz. Apds a aprendizagem, a PSD foi maior
quando a frequéncia do sinal foi de 4Hz a 6Hz. Na condicdo de "ndo-aprendizagem”, a PSD

foi mair somente quando a frequéncia do sinal era inferior a 3Hz .
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Sinal Simples
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Figura 3. 6 - Densidade espectral de poténcia calculada para uma sendide de amplitude 0.7 e frequéncia de 50
Hz

3.2.5 Detecgéo de Pico

Um sinal em um microeletrodo é composto por spikes e bursts. Os spikes sdo variagdes
extremamente rdpidas de tensdo elétrica de um neurdnio ou de um grupo de neurdnios,
enguanto que um conjunto de spikes é uma sequéncia de impulsos nervosos ou potenciais de
acdo, produzidos por um ou mais neurdnios, sendo o mesmo observado por um periodo de
tempo relativamente longo. Os bursts sdo sequéncias de spikes que sdo separados entre si por

tempos muito reduzidos, tipicamente menores que 100 ms (MARQUES et al., 2010).

Para detectar a presenca de spikes, o valor de entrada é calculado como um mdltiplo do desvio
padréo do ruido amostrado para cada eletrodo durante a fase da atividade basal. A janela é
deslocada ao longo do sinal; quando a diferenga entre 0 maximo e o minimo na janela
corrente iguala ao critério de entrada, o correspondente spike € armazenado. Enquanto a
ferramenta efetua a detecgdo de spikes, a taxa de disparo médio é computada e esses

parametros sdo armazenados numa matriz esparsa.
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Alguns parametros padrdes sdo utilizados no processamento dos dados. O valor do limiar
estabelecido para deteccdo de picos € calculado como sendo 8 vezes o desvio padrdo de uma
janela do sinal dimensionada de modo a ndo conter picos (CHIAPPALONE, 2003). A
frequéncia de amostragem ¢é ajustada a 10.000 amostras por segundo. A detec¢do de picos é
baseada em uma janela de 2 milissegundos que desliza ao longo do sinal. O valor de limiar de

artefato é de 800 pV e a distancia minima de artefato é de 0,5 segundos.

Dessa maneira, consideramos um exemplo simples da aplicacdo de Detecgdo Pico em
MATLAB, utilizando uma sendide de amplitude 0.7 e frequéncia de 50 Hz, como

representado na Figura 3.7.
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Figura 3. 7 - Deteccdo de Picos calculada para de uma sendide de amplitude 0.7 e frequéncia de 50 Hz

3.2.6 Coeréncia

A funcdo coeréncia Ly (@) fornece uma medida quantitativa das faixas de frequéncia

compartilhadas por dois sinais distintos (SORNMO et al., 2005). Geralmente encontra-se na

2
. x A A L )
literatura a fungdo coeréncia quadratica ~* () que mede o grau de similaridade entre dois

sinais distintos quantitativamente.
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rxyz (a)) = Sxy (a))‘

- S,(@)5,(@) 356)

Sy (®)

Da Equacéo 3.6 tem-se que é a densidade espectral de poténcia cruzada do sinal x

com o sinal y, S:(®) ¢ a densidade espectral de poténcia do sinal x que foi calculada como a

. x . . S (o), .
Transformada de Fourier da autocorrelagdo do sinal x e, por fim, ) )e a densidade
espectral de poténcia do sinal y. A funcdo coeréncia quadratica possui valores entre zero e

um, conforme Equacgéo 3.7.

0<|r, (@) <1

(3.7)

I, (o) ~0

Em casos de a fungdo coeréncia quadratica assumir valores proximos de zero ( ),

pode-se dizer que ndo existe correlagdo estatistica entre os sinais e eles ndo possuem

similaridade entre si, ou seja, 0 que acontece em um ndo acontece ou influencia no outro.
FourierFourierFourierDessa maneira, consideramos um exemplo simples da aplicacdo da

Coeréncia em MATLAB, utilizando uma sendide de amplitude 1.5 e frequéncia de 5 Hz (sinal

1) e uma sendide de amplitude 0.7 e frequéncia de 50 Hz (sinal 2), conforme Figura 3.8.

71



Sinais Simples 1 e 2
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Figura 3. 8 - Calculo da Coeréncia de um sinal 1 de 5Hz com um sinal 2 de 50 Hz

No estudo de (BERDONDINI, 2009), foi definido conectividade neural funcional como a
coeréncia temporal entre a atividade de neurbnios diferentes que é tido para corresponder a
atividade sincronizada entre as atividades elétricas em regides distintas do cérebro em bandas
de freqliéncia especifica. Dessa maneira, mapas de conectividade funcional foram calculados
de acordo com a andlise de correlacdo cruzada. Esta andlise mostra que a realizagdo da
correlagdo cruzada em trens adquiridos de spikes de matrizes de alta resolugdo permite extrair
informacBes mais detalhadas sobre a conectividade funcional da rede, tanto a nivel local,

quanto global.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Transformada de Fourier

Os resultados do processamento podem ser visualizados na Figura 3.9, a comparacgdo entre a situacdo original (Basale3) e a de estimulo quimico

(Apv3), e na Figura 3.10, a comparagéo entre os canais 33, 43 e 78, respectivamente.
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Figura 3. 9 - Trasformada de Fourier calculada a partir de um intervalo de 0 a 100ms, acima, para um sinal de atividade espontanea (Basale3) e, abaixo, para um sinal de

atividade estimulada (APV3_1).
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Transformada de Fourrier do Sinal - Canal 33
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Figura 3. 10 - Trasformada de Fourier calculada a partir de um intervalo de 0 a 100ms, comparando o sinal de atividade espontanea com o de atividade estimulada no canal

33 (acima), canal 43 (ao centro) e canal 78 (abaixo).
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3.3.2 Autocorrelagéo

Os resultados do processamento podem ser visualizados na Figura 3.11, a comparacdo entre a situacdo original (Basale3) e a de estimulo
quimico (Apv3), e na Figura 3.12, a comparacao entre a média dos canais 32, 33, 43 e 68, 77, 78, respectivamente.
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Figura 3. 11 - Autocorrelagdo calculada a partir de um intervalo de 0 a 100ms, acima, para médias de um sinal de atividade espontanea (Basale3) e, abaixo, para um sinal de
atividade estimulada (APV3_1).
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Funcéo Autocorrelagao - Média dos Canais 32, 33 e 43
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Figura 3. 12 - Autocorrelagdo calculada a partir de um intervalo de 0 a 100ms, comparando o sinal de atividade espontanea com

média dos canais 32, 33 e 43 (acima) e a média dos canais 68, 77 e 78 (abaixo).

2.5
Tempo [ms]

3.5

4.5 5

o0 de atividade estimulada em relacdo a

76



3.3.3 Densidade Espectral de Poténcia

Os resultados do processamento podem ser visualizados na Figura 3.13, a comparacdo entre a situacdo original (Basale3) e a de estimulo
quimico (Apv3), e na Figura 3.14, a comparacao entre a média dos canais 32, 33, 43 e 68, 77, 78, respectivamente.
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Figura 3. 13 - Densidade Espectral de Poténcia calculada a partir de um intervalo de 0 a 100ms, acima, para médias de um sinal de atividade espontanea (Basale3) e, abaixo,
para um sinal de atividade estimulada (APV3_1).
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Densidade Espectral de Poténcia - Média dos Canais 32, 33 e 43

0.015
Basale3
A Apv3
0.01
. |
= \‘
x |
X I
" sl l] LA
|
0.005 {1 i
i
I i A y"\ A A
| AN TN A M / A
AV \// | v" VJ ! \\/\ \\‘ \/\/\/ A \ \/,‘ \ —~ e /
V \ -
0
0 20 40 180 200
Frequéncia [Hz]
Densidade Espectral de Poténcia - Média dos Canais 68, 77 e 78
0.015
Basale3
Apv3
0.01
1
x
(%]
0.005 i A‘
| A A
A | \/ /‘\ WA
\ A ;" | I I\ N \ \
J ATV AWVYRY RAS /] Y \/\

180 200

80 100 120
Frequéncia [Hz]

Figura 3. 14 - Densidade Espectral de Poténcia ca Iculada a partir de um intervalo de 0 a 100 ms, comparando o sinal de atividade espontanea com o de atividade estimulada

em relagdo a média dos canais 32, 33 e 43 (acima) e a média dos canais 68, 77 e 78 (abaixo).
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3.3.4 Deteccao Pico

Os resultados do processamento podem ser visualizados na Figura 3.15, a comparacdo entre a situacdo original (Basale3) e a de estimulo

quimico (Apv3), e na Figura 3.16, a comparacao entre 0s canais 33, 43 e 78, respectivamente.
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Figura 3. 15 - Deteccdo de picos
atividade estimulada (APV3_1).

calculada a partir de um intervalo de 0 a 100ms, acima, para um sinal de atividade espontanea (Basale3) e, abaixo, para um sinal de
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Figura 3. 16 - Deteccéo de picos calculada a partir de um intervalo de 0 a 100ms, comparando o sinal de atividade espontanea com o de atividade estimulada entre os canais

33 e 043 (acima) e entre os canais 33 e 78 (abaixo).
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3.3.5 Coeréncia

Os resultados do processamento podem ser visualizados na Figura 3.17, a comparacdo entre a situacdo original (Basale3) e a de estimulo
quimico (Apv3), e na Figura 3.18, a comparacao entre os canais 33-43 e 33-78, respectivamente.
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Figura 3. 17 - Funcgéo Coeréncia calculada a partir de um intervalo de 0 a 100ms, acima, para um sinal de atividade espontanea (Basale3) e, abaixo, para um sinal de
atividade estimulada (APV3_1).
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Fungéo Coeréncia - Canal 33 e 43

Basale3
Apv3 i

=
N
o

=
(=]
o

e ]
o

[Cxy(f)P
[o2]
o

N
o

N
o

\
| |
| . A . A ) . Al hu m;l\il

\ A \
A NI L W N e L i B J
100 150 200 250 300 350 400 450 500

Frequéncia [Hz]

Fungéo Coeréncia - Canal 33 e 78

Basale3
Apv3 i

120

100

[Cxy(f)P
[o2]
o

oAU A A AA o lan b A AL onll A .
100 150 200 250 300 350 400 450 500
Frequéncia [Hz]

Figura 3. 18 - Funcédo Coeréncia calculada a partir de um intervalo de 0 a 100ms, comparando o sinal de atividade espontanea com o de atividade estimulada entre os canais

33 e 043 (acima) e entre os canais 33 e 78 (abaixo).
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3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Sinais de Atividade Espontanea

Analisando os resultados obtidos a partir da aplicacdo das ferramentas matematicas nos
sinais captados a partir de matrizes multieletrodo, destacam-se alguns detalhes que serdo

apresentados na sequéncia.

A primeira ferramenta utilizada foi a Transformada de Fourier. Observou-se que para
atividade espontanea, os picos de Transformada de Fourier foram mais expressivos nos
trés canais (33, 43 e 78), apresentando assim valores de Transformada de Fourier
maiores. Além disso, a relacdo das Transformadas de Fourier é muito semelhante, pois
para a mesma condi¢cdo de cultura, obtevem-se resultados parecidos em diferentes

canais.

A segunda ferramenta apresentada e utilizada no processamento dos sinais foi a
Autocorrelacdo. Neste caso, ndo foi possivel obter resultados expressivos, ja que houve
um decaimento grande da autocorrelagdo até 5 milissegundos para todos os sinais
processados e apds este tempo, a autocorrelacdo tendeu a zero. Pode-se dizer que a
autocorrelacdo das médias dos canais sdo similares, tanto para a atividade esponténea,

quanto para a atividade estimulada.

Analisando a Densidade Espectral de Poténcia, que foi a terceira ferramenta utilizada no
processamento dos mesmos sinais citados anteriormente, observou-se que 0s valores
mais expressivos de Densidade Espectral de Poténcia para a condi¢do de atividade
esponténea é de até 50 Hz. Além disso, a relagdo das Densidades Espectrais de Poténcia
é muito semelhante apds 50 Hz, pois para a mesma condigdo de cultura (atividade
espontanea e atividade estimulada), obtevem-se resultados parecidos para diferentes

canais.

Ao analisarmos a Coeréncia onde se comparou dois canais proximos com dois canais

distantes (33 e 43, 33 e 78), observou-se que entre canais proximos, existem mais picos
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de frequéncias similares. Porém, entre canais distantes, existem poucos picos de
frequéncias similares, mas a amplitude da coeréncia é maior nestes casos. Além disso,
para todas as condigOes de atividade espontanea, parece haver uma atividade neural

significativa em 440 Hz.

Na deteccdo de Picos, observamos que houve maior quantidade de picos visiveis no
canal 78, tanto na atividade espontanea, quanto na atividade estimulada. Porém uma

maior quantidade de picos pode ser vista para a condicdo de atividade espontanea.

3.4.2 Sinais de Atividade Estimulada

Analisando as mesmas ferramentas para sinais de atividade estimulada, pode-se
verificar que para a aplicacdo da Transformada de Fourier nestes sinais, ndo se
encontram frequéncias significativas, pois o espectro dos sinais esta distribuido em todo

0 espectro de frequéncias.

A segunda ferramenta utilizada para processamento dos sinais de atividade estimulada
foi a autocorrelacdo. Como mencionado anteriormente, a autocorrelagdo média dos
canais sdo similares, tanto para a atividade espontdnea, quanto para a atividade
estimulada. A média dos canais 68, 77 e 78 apresentou maior autocorrelacdo, ja que a
amplitude foi maior tanto para a atividade espontanea, quanto para a atividade
estimulada. Além disso, o decaimento da autocorrelacdo para a média dos canais 68, 77

e 78 é mais expressivo.

Ao processar 0s dados de atividade estimulada utilizando a terceira ferramenta, que é a
Densidade Espectral de Poténcia, observou-se que existiu um pico maior até 5 Hz e
apos esta frequéncia, praticamente ndo houve alteragdo do valor de Densidade Espectral
de Poténcia, denotando que a frequéncia mais significativa para os experimentos

realizados com estimulagdo quimica é de 5 Hz.

Para os dados de atividade estimulada por APV 100 pM processados utilizando a

ferramenta Coeréncia, parece haver uma atividade neural significativa em 40 Hz e entre
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canais distantes (33 e 78) a amplitude da funcdo foi maior tanto para atividade

estimulada como para a espontanea.

Na ultima ferramenta (Deteccdo de Picos) observa-se que a amplitude e a frequéncia
dos picos parece ser menor no experimento de estimulacdo quimica por APV 100 pM

em relacdo a atividade esponténea.

3.4.3 As Ferramentas para a Quantificagdo dos Sinais MEA

De maneira geral, algumas ferramentas fizeram uma quantificagdo mais adequada do
comportamento do sinal da matriz microeletrodo do que outras. A Detec¢do de Picos
parece ser a ferramenta mais apropriada para este tipo de sinal, uma vez que o
importante € quantificar o nimero de vezes em que a cultura emitiu potenciais de acdo

(picos), do que a amplitude ou mesmo a frequéncia em que esses foram emitidos.

Através da Detecgdo de Picos, observou-se a diferenca significativa de atividade entre a
situacdo espontanea e de estimulo quimico, na qual o f&rmaco APV, adicionado a uma
concentracdo de 100 uM, blogueou parte da atividade original que havia na cultura. Por
outro lado, essa ferramenta ndo é capaz de oferecer nenhuma informag&o a respeito das

frequéncias mais significativas em cada situagéo.

Ainda, a partir da analise da similaridade dos sinais em cada canal da MEA, através do
célculo da Coeréncia e da funcdo Autocorrelacdo, foi possivel estimar quais neurdnios
estdo estabelecendo contato com outros, formando sinapses, e onde se encontra essa
rede neural. Além disso, os resultados do célculo da Coeréncia em cima dos sinais de
cada situacdo mostraram também como a atividade neural foi enfraquecida pelo APV
também em relagdo a frequéncia dos disparos, que caiu de 440 Hz, na situacdo de

atividade espontanea, para 40 Hz, depois da adigdo do farmaco.
Por fim, o célculo da Transformada de Fourier e consequente calculo da Densidade

Espectral de Poténcia ndo ofereceram a mesma vantagem das ferramentas anteriores,

pois ndo apontaram diferencas significativas. N&o foi possivel fazer uma anélise
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N

consistente dos espectros dos sinais devido a grande dificuldade de distinguir as
frequéncias mais significativas, uma vez que 0s espectros estavam bastante distribuidos.
Esta dificuldade pode estar relacionada a composi¢do do sinal, j& que o mesmo foi
considerado puramente. Provavelmente os ruidos desses sinais devem estar distorcendo

totalmente o espectro de frequéncias do experimento.
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35 CONCLUSOES

A partir do processamento dos sinais captados por matrizes multieletrodo utilizando as
ferramentas matematicas propostas, foi possivel analisar fisiologicamente e
matematicamente o0s resultados obtidos. As ferramentas utilizadas foram a
Transformada de Fourier, Autocorrelagcdo, Densidade Espectral de Poténcia, Coeréncia
e Detecgdo de Picos. Em geral observou-se que a maior atividade do canal 78 pode ser
explicada devido a presenca de mais neurdnios formando o sinal, ao contrario do que

ocorre nos canais 33 e 43.

Continuando a andlise, 0 APV esta diminuindo a amplitude e a frequéncia de disparos
dos neurdnios da cultura, o que provavelmente evidencia a dificuldade na formagdo dos
potenciais de acdo, jA que a acdo do farmaco € inibitéria. Por fim, entre canais
proximos, o sinal observado € similar, ja que pode haver neurbnios proximos

conectados entre si.

Ao realizar a analise com as cinco ferramentas mencionadas, pode-se relatar que para o
processamento dos sinais captados por matrizes multieletrodo a ferramenta mais
adequada seria a Deteccdo de Picos, uma vez que possibilita a visualizagdo e
interpretacdo fisiologica dos dados, ou seja, 0 comportamento da cultura com ou sem a
presenca do farmaco nos canais selecionados. Por outro lado, confrontando-se o0s
resultados para o calculo da Coeréncia, foi possivel notar singularidades que néo séo
observadas quando utilizamos a Detecgdo de Picos, por exemplo, a banda de

frequéncias significativas da atividade neural em cada situagéo.

Em suma, este capitulo tem suma importancia para o aprendizado de diferentes
ferramentas matemaéticas e para a interpretacdo dos resultados obtidos a partir do
processamento destes mesmos sinais considerando as mesmas condigdes. Espera-se
futuramente aprimorar e automatizar os programas elaborados para processamento dos
sinais e também € esperado que mais culturas sejam processadas e analisadas, a fim de
descobrir diferentes detalhes que ainda existam acerca do processamento destes sinais

em quest&o.
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Capitulo 4

Analise da Evolugdo de Culturas Neurais Através da
Utilizacdo de Técnicas Cléassicas de Processamento de
Sinais e DFA

4.1 INTRODUCAO

Existem, na literatura, varios estudos relacionados aos dispositivos nanotecnoldgicos
comercialmente disponiveis que acessam seletivamente potenciais de agdo de tecidos de
neurdnios e cardiomidcitos, por exemplo, denominados de Matrizes Multieletrodo
(Multielectrode Array — MEA), de acordo com (RUTTEN, 2002). Elas sdo empregadas
em estudos da informacdo biolégica neural (RIEKE, 1997), em farmacologia
(CHIAPPALONE, 2003) e em neuroimplantes (LITT, 2003). Neste tltimo caso, o autor
(TAKETANI, 2006) afirma que a viabilidade de implementacéo de implantes neurais
estd intimamente ligada ao desenvolvimento de conhecimento sobre detalhes
importantes associados com os dispositivos MEA. Alguns fatores, como a
incompatibilidade biol6gica ou a dificuldade de adesdo do tecido ao dispositivo, podem
promover uma evolucdo para a resposta imunoldgica grave, prejudicando, assim, 0s

pacientes.

Vérios artigos na literatura sdo dedicados ao estudo do processo de conexdo funcional
entre as células e os microeletrodos, esforgo que também permite a compreensdo da
formacdo de redes neuronais bioldgicas (MARQUES, 09; CHIAPPALONE, 2006;
KAMIOKA, 1996; VAN PELT, 2004). Esses estudos sdo baseados na analise da
atividade espontanea gravada pelas MEAs. Os principais fendmenos observados na
atividade podem ser agrupados em quatro etapas bem definidas na literatura: 1) 1-7 dias
in vitro (DIV) - pequena quantidade de spikes aleatorios, presenca de sinapses imaturas
e auséncia de bursts; 2) 08-14 DIVs — pequena quantidade de bursts de longa duragdo

(até um segundo), com conexdes de rede ainda consideradas imaturas; 3) 15-28 DIVs —
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grande quantidade de bursts de pequena duragdo, atingindo valores minimos de 30 ms,
com padrdes periodicos repetitivos, revelando sincronismo da atividade observada e 4)
29-35 DIVs — grande quantidade de spikes aleatdrios, porém com atividade altamente
sincronizada entre os canais (eletrodos), revelando que o padrdo de conectividade

sindptica atingiu a maturidade.

O papel da atividade neuronal esponténea no processo de crescimento celular esta
relacionado as caracteristicas de estabilidade e plasticidade dos padrdes de atividade.
Por outro lado, a apoptose (morte celular normal, fisiolégica ou programada) é
caracterizada por alteragdes morfoldgicas e bioquimicas, sendo estas Ultimas observadas
em condicBes de estresse, como no caso de deficiéncia de fatores neurotréficos e
exposicao a neurotoxinas, incluindo altas concentragdes de glutamato. J& o processo de
morte celular por necrose é induzido por uma abrupta perturbacdo ambiental das
condicdes fisioldgicas celulares, envolvendo ruptura da estrutura da membrana celular,
rapido influxo de fon Ca?* e 4gua e, sequencialmente lise e dissolucdo da célula

(SIMONIAN, 1996).

O estresse oxidativo refere-se as consequéncias citologicas de uma incompatibilidade
entre a producéo de especies reativas de oxigénio (ROS), provenientes do metabolismo
celular, e a capacidade da célula para se defender delas (SIMONIAN, 1996). Esse
desequilibrio gera um acimulo de moléculas oxidadas (ROS) que podem levar a
alteracOes funcionais de lipideos, proteinas e DNA, o que resulta na perda progressiva
da fluidez da membrana, reducdo do potencial e aumento da permeabilidade a ions

(Ca"), ocasionando disfungao e morte celular, seja por apoptose ou necrose.

Mecanismos intracelulares podem mediar o estresse oxidativo na degeneragéo neuronal,
como menciona (SIMONIAN, 1996). Destacam-se entre esses mecanismos: as vias de
Oxido nitrico (NO’), que, sob condi¢bes oxidantes, podem reduzir a neurotransmissao
excitatoria; as vias de acido araquidonico (AA), que geram aumento da concentragdo de
célcio, podendo prevenir contra a degeneracdo neuronal, promovendo o metabolismo e

a ativacdo de proteases (que sdo enzimas importantes na quebra de proteinas
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modificadas oxidativamente); e a cadeia de transporte de elétrons mitocondriais, que séo

uma das principais fontes de ROS intracelulares.

Diante dos efeitos do estresse oxidativo na morte celular, as alteragGes referentes ao
aumento da permeabilidade ao fon Ca** e suas concentracdes intracelulares se
apresentaram em destaque para 0 estudo aqui apresentado, levando a possiveis
questionamentos: o aumento do fluxo desse ion poderia provocar crescimento da

atividade elétrica? Seria essa uma sinalizacéo prévia da morte celular?

Em artigo anterior (MARQUES, 2009), os autores deste trabalho de pesquisa
analisaram a dindmica neural apenas em termos de alguns parametros quantitativos

extraidos da analise classica da atividade elétrica.

A seguir, por meio de experimentos proprios, as etapas de evolucdo celular serdo
apresentadas, discutidas e caracterizadas quantitativamente, levando-se em conta a
evolucdo temporal da atividade elétrica ao longo das diversas regides geométricas da
MEA e, portanto, da cultura de células, como também principalmente as etapas finais de

morte celular.
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4.2 ANALISE DE FLUTUACOES DESTENDENCIONADAS

Nas ultimas décadas, um grande nimero de esfor¢os tem procurado elucidar os
mecanismos fractais e ndo-lineares envolvidos no controle fisiolégico e no
comportamento de redes bioldgicas complexas. A presenca de uma dindmica ndo-linear
tem sido observada em séries bioldgicas como de variabilidade da frequéncia cardiaca
(GUZZETTI, 1996), eletroencefalografia (MAYER-KRESS e LAYNE, 1987), e na
prépria descarga elétrica de neurbnios (BLESIC et al., 2003). Neste Gltimo contexto, a
descarga neuronal espontanea é geralmente considerada como um ruido, cuja origem e
objetivo funcional ainda sdo desconhecidos, embora se saiba que esta atividade é
responsavel por cerca de 80% do gasto energético do cérebro (MAZZONI et al., 2007).
No entanto, o estudo de correlagdes de longo-alcance em sinais neuronais pode revelar
informagBes interessantes, além de simples ruidos, sobre a mudanca na comunicacéo
entre 0s neurdnios relacionadas a administracdo de drogas neuroativas ou devido ao
préprio desenvolvimento da rede (BHATTACHARYA et al., 2005; ESPOSTI et al.,
2009; SEGEV et al., 2002).

Técnicas estatisticas revelam a presenca de correlagbes de longo-alcance e de leis de
poténcia como parte de cascatas de processos multifractais em sinais fisiologicos. Estas
propriedades estatisticas sugerem que os sistemas regulatérios ndo-lineares operem
longe do equilibrio e que a manutencdo da estabilidade ndo é o objetivo do controle
fisiologico (GOLDBERGER et al., 2002). Espera-se que as informacdes relevantes
sobre o comportamento dos neurdnios estejam no intervalo entre os spikes, ou seja, 0s
eventos de descarga neuronal, da mesma forma que a variabilidade da frequéncia
cardiaca é estudada pelo intervalo entre os picos R de um eletrocardiograma. Dessa
forma, métodos como a Anélise de Flutuacbes Destendenciadas (DFA) e
quantificadores como o Expoente de Hurst sdo aplicados sobre séries do intervalo
interspike (ISI) para observar as mudangas que ocorrem no padrdo de disparos dos

neurGnios em termos de suas componentes ndo-lineares.
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TEORIA

A técnica de DFA (PENG et al., 1995), como o proprio nome indica, realiza a remogéo
da tendéncia local da série de dados, analisando o comportamento das flutuagdes
resultantes em fungdo da escala empregada no processo de destendenciamento. O

v

resultado do método é um expoente de escala, aqui chamado ~, que permite a

quantificagdo das correlacBes de longo-alcance na série de dados.

Sejam x[i] elementos de uma série de intervalos ISI de tamanho N. Inicialmente a série

é integrada, subtraindo de cada ponto o valor médio da série, “™=¢, 0 que corresponde a

soma dada por (4.1).
}T[k] = z:{=1[:x[i] - xmadj k € {1121 r'n"'r} (41)

O sinal integrado é entdo dividido em intervalos igualmente espacados de tamanho L

Para cada intervalo é ajustada uma reta pelo método dos minimos quadrados, que
representa a tendéncia local do intervalo. Outros tipos de ajustes também sdo possiveis,

fazendo com que a complexidade computacional se altere. Em seguida a série é

destendenciada, subtraindo a tendéncia, ¥:[¥], em cada intervalo. A raiz quadrada média

desta série resultante é entdo calculada por (4.2).

FIIl = |2 Z0, 0[] - 3 [KD?
\ 4.2)

Este calculo é repetido para todas as escalas possiveis (valores de l). Tipicamente,

F[] aumentara com o tamanho da janela I

e seu gréafico em escala log-log (Figura 4.1)
terd uma relacdo linear caracteristica que pode ser caracterizada por um expoente de

I
escala ¥, a inclinagéo da reta de F[1 por L
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log(F())
S
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log(l)

= Logaritmo — Ajuste Linear

Figura 4. 1 - Ajuste da funcéo F(D) por uma reta no grafico log-log: o coeficiente angular da reta indica
- v - F (l]
o valor do coeficiente ~. Observa-se 0 aumento caracteristico de com o aumento do tamanho da

. l
janela .

Se os valores da série de intervalos estiverem totalmente descorrelacionados, com

V=05 ym valor de Ventre 97 =V = 1

caracteristicas de ruido branco, teremos
indica uma correlacdo persistente de longo-alcance, com intervalos grandes seguidos

por intervalos grandes na série original. Ja quando ¥ se encontra entre © =V = 03

observa-se uma anti-persisténcia dos valores, com grandes e pequenos intervalos

1

alternando na série de dados. O caso especial ¥ ~ * corresponde a um ruido 1/f . Para

vETlas correlagdes existem, embora deixem de ser da forma de lei de poténcias e para

V=15 tem-se um ruido Browniano, a integral de um ruido branco.

O expoente * também serve como um indicador da estacionariedade da série de dados.

Nesse sentido cabe examinar a relacéo entre o expoente ¥ da DFA e o expoente & da
densidade espectral de poténcias (ESPOSTI et al., 2008; PENG et al., 1995), dada por:
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O limiar entre sinais estacionérios e nio-estacionarios é dado por & — 1 Dessa maneira
podem se distinguir diferentes “zonas de estacionariedade”, como indica (ESPOSTI et

a > 1,5

al., 2008): para “ =055 sinal é altamente estacionario e para é altamente néo-

05 =a =15

estacionario, com uma zona de transigéo entre . Dada a correspondéncia

observa-se que & — © para o ruido branco e ® = 2 para o ruido Browniano.

A presencga de correlagdes de longo alcance nas séries ISI representa a memoria ou
histdria dos padrdes de disparo: dois spikes ndo sdo totalmente independentes mesmo
que temporalmente remotos (BHATTACHARYA et al., 2005). Esta é uma

caracteristica da dinamica fractal.

v Expoente de Hurst
A auto-similaridade pode ser entendida como a semelhanga entre as componentes da
escala aparente de um objeto e suas subcomponentes, observadas em menores escalas.

No contexto de processos estocasticos a auto-similaridade é definida em termos da
distribuicdo estatistica do processo. Seja y(@ um processo estocéstico (‘F’ é um
pardmetro continuo), ¥(1) ¢ chamado auto-similar com parametro de auto-similaridade
H (o expoente de Hurst), se para um fator positivo ‘o processo re-escalonado com

escala de tempo ¥(et) possui a mesma distribuicdo estatistica do processo original,

como indica (4.4):

y(D) = ¢ Fy(cl) (4.4)

O Expoente de Hurst (HURST, 1951), H, é um fator de escala que atua como um indice
de dependéncia, avaliando a tendéncia relativa de uma série em regressar a um valor
medio ou convergir a uma direcdo. A estimativa do expoente de Hurst foi originalmente
desenvolvida na area da hidrologia, embora as técnicas modernas de estimativa
advenham da matematica fractal. As revisdes de (ESPOSTI et al., 2008) e (TAQQU et
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al., 1995) clarificam os conceitos dos algoritmos mais conhecidos para a analise de

séries temporais.

Devido as caracteristicas estatisticas dos métodos de célculo do expoente de Hurst, o
processo de andlise deste expoente deve levar em conta a estacionariedade da série
temporal (ESPOSTI et al., 2008). Dessa forma, é prioritario avaliar a estacionariedade
da série através de algum método como, por exemplo, o DFA, para dai poder estimar o
expoente de Hurst.

Uma das maneiras de estimar o expoente de Hurst é através do método do
Periodograma. Inicialmente calcula-se uma estimativa da densidade espectral através da

I1(A)

fungéo , como indicada em (4.5).

1) = 5 e e @s)

Onde A é a frequéncia, N é o nimero de termos na série e “# os dados. Uma série com

1—zF
dependéncia de longo alcance apresenta I(4) 1Al

logi(X)

proporcional a proximo & origem.

Uma regressdo linear do gréfico de em relagéo a o84 resulta no coeficiente

1= 2H Na préatica utiliza-se apenas 10% de N/2 frequéncias para a estimativa de I(4)

proximo a origem, diminuindo os custos computacionais (TAQQU et al., 1995).

Para séries com 1/2<H<1

o valor atual da série é afetado ndo apenas pelos valores
mais recentes, mas também por valores temporalmente distantes, o que reflete a
capacidade de memoria do sistema. Um processo como este é caracterizado por uma
dependéncia de longo-alcance ou, sinteticamente, por um processo com memoria. Para

H=1/2 0s pontos da série de dados estdo descorrelacionados e 0 processo tem

L - . 2
caracteristica randdémica. Ja para 0<H<1

0 processo possui uma dependéncia de
curto-alcance ou curta-memoria, podendo também apresentar valores anti-

correlacionados.
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No nivel celular (neurdnios), a atividade € representada pela sequéncia ISI. Gerstein e
Mandelbrot (GERSTEIN e MANDELBROT, 1964) propuseram que a distribuicéo 1Sl
dos neurdnios pode obedecer a uma distribuicdo de Lévy. A caracterizacdo de séries
temporais longas pode ser realizada através das estatisticas no dominio da frequéncia.
Em particular, para sinais longos contendo grandes flutuacbes e tendéncias néo-
estaciondrias, o espectro de poténcias pode ser estimado calculando-se o Periodograma
(LOWEN et al., 2001). A distribuicdo de Lévy na rede de neurbnios reflete as
propriedades emergentes da rede na qual os neurdnios séo subsistemas. Em relacdo aos
neurdnios, a implicagdo é que eles também sdo compostos por subsistemas acoplados de

maneira ndo-linear: os canais iénicos (SEGEV et al., 2002).

No estudo do sistema visual de gatos, um tipo de dependéncia de longo-alcance (H >
0,5) é indicado para células nervosas da retina (LOWEN et al., 2001) enquanto que uma
anti-correlacéo de longo-alcance (H < 0,5) para eletroreceptores de paddlefish (BAHAR
et al., 2001). Esta diferenga nos resultados para dois tipos de células nervosas é notada
por (ZHONG et al., 2006), que analisou a atividade de células ganglionares da retina,
obtendo H < 0,5. J& no estudo de (BLESIC et al., 2003), a andlise das séries ISI de
dorsal horn neurons (DHN) indica um comportamento de ruido branco da série IS,
com H = 0,5. Na presenca de estimulos externos, a dindmica da série se altera para
correlacdes de longo-alcance. Culturas primérias de neurdnios corticais do hipocampo,
como analisadas pelo presente estudo, possuem o diferencial de estarem distantes de
centros de excitagdo ou sensitivos, fazendo com que sua atividade seja em grande parte
devida a um comportamento auto-excitavel. Assim, a atividade espontanea observada
possui uma menor influéncia de estimulos externos, o que pode fazer com que as

propriedades estatisticas da série se alterem.
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4.3 METODOLOGIA

4.3.1 Culturas de células

Gragas a uma cooperagdo técnica existente entre os pesquisadores da Universidade de
Génova (Italia) e os da Universidade Federal de Uberlandia (Brasil), os pesquisadores
brasileiros fizeram registros da atividade elétrica de culturas neuronais dissociadas
retiradas do cortex de embrides de ratas Wistar, no 18° dia de gestacdo, incluindo
também o preparo dessas culturas. Os procedimentos bioldgicos e o protocolo de
medidas elétricas utilizados pelos pesquisadores brasileiros seguiram as diretivas

apresentadas pela autora (CHIAPPALONE, 2006) e s&o mostrados a seguir.

Para o preparo da cultura, ndo foi utilizado nenhum meio condicionado de glia (GCM)
ou substancias antimitdticas para impedir o crescimento desse tipo de células. Ao todo,
oito culturas foram monitoradas periodicamente, utilizando matrizes multieletrodo
(MEAG0) planares de 60 canais, com 30 um de didmetro cada eletrodo e com distancia
de 200 um entre os eletrodos, distribuidos em uma matriz 8x8, com as extremidades

excluidas.

As culturas foram denominadas de experimentos 361, 363, 364, 365, 366, 367, 371 e
372 para 0s quais se adquiriu a atividade elétrica espontanea, sendo que as gravacdes
ocorreram nos seguintes DIV’s:
v Experimento 361: DIV’ 08 ao DIV 15;
Experimento 363: DIV’ 08 ao DIV 18;
Experimento 364: DIV’ 08 ao DIV 88;
Experimento 365: DIV’ 08 ao DIV 67;
Experimento 366: DIV’ 08 ao DIV 64;
Experimento 367: DIV’ 15 ao DIV 46;
Experimento 371: DIV’ 25 ao DIV 46;
Experimento 372: DIV’ 25 ao DIV 36.

A N N N NN
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Cada segdo de gravacdo em um DIV durou 20 minutos, divididos em quatro fases
subsequentes de cinco minutos cada, totalizando 29 horas de gravagdo da atividade

elétrica das oito culturas e um total de 86 experimentos processados.

Cada registro seguiu 0 mesmo procedimento: as culturas crescidas sobre as MEAS eram
retiradas da estufa de CO; na qual eram mantidas e colocadas sobre um amplificador,
cuja temperatura era controlada, podendo variar de 37,1 °C a 37,4 °C. As medidas eram
iniciadas, decorridos 20 minutos dessa colocagdo, com o objetivo de permitir as células
se adaptarem ao novo ambiente. A frequéncia de aquisicdo dos sinais para esses

experimentos foi 10 kHz.

4.3.2 Processamento de sinais

O processamento dos dados foi realizado utilizando-se a plataforma SpikeManager
(VATO, 2004), desenvolvida pela Universidade de Génova. O software foi atualizado,
adicionando-se a ele funcOes responsaveis pelo agrupamento dos dados, pela geragdo de
mapas de atividade da taxa média de disparos de spikes (Mean Firing Rate - MFR), da
taxa média de bursts (Mean Burst Rate — MBR), entre outras. Além da andlise classica
da atividade elétrica realizada a partir dos resultados do processamento pelo software
SpikeManager foram também realizadas andlise das mesmas culturas utilizando a

técnica DFA através de programas que foram adicionados no SpikeManager.

As oito culturas foram analisadas, sendo que trés delas apresentaram resiténcia in vitro
por um longo periodo, com dados adquiridos entre 08 e 88 dias in vitro (DIVs). Para
cada DIV, 20 minutos de atividade elétrica das culturas foram obtidos e a partir deles
geradas as séries ISI. Para cada um dos 60 canais da MEA, o tamanho das séries IS
variou em decorréncia de atividade mais pronunciada em uma ou outra regido da
cultura, o que aumenta o nimero de spikes detectados e, consequentemente, aumenta o

tamanho da série de intervalos interspike.

Os sinais da MEA foram analisados por meio da plataforma SpikeManager (COZZ]I et

al., 2005) em Matlab, que executa a analise classica sobre os sinais. Os intervalos ISI e
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estatisticas médias foram calculados sobre todos 0s sessenta canais da matriz, supondo o

mesmo conjunto de parametros utilizados para a analise de spikes.

Cdbdigos em Matlab previamente desenvolvidos foram utilizados para o céalculo do
expoente alfa da DFA (LITTLE et al., 2006) e do expoente de Hurst (CHU, 2008), 0s
quais foram adaptados para as necessidades do estudo. Para cada cultura e DIV, os
canais da matriz multieletrodo tiveram suas séries de intervalos ISI analisadas
separadamente, gerando um valor do expoente alfa e do expoente de Hurst por canal.
Posteriormente foi feita uma média de cada expoente por DIV de uma mesma cultura,
para os 60 eletrodos da matriz, obtendo também o desvio padréo das distribuicdes dos

valores.

Por meio do SpikeManager e da técnica DFA, os sinais foram processados e VAarios
quantificadores foram obtidos, tais como:
v Expoente de Alfa;
Expoente de Hurst;
Gréficos de atividade elétrica normal e espontanea;
Gréficos de raster plot;

Valores médios de intervalo entre spikes e bursts por experimento em cada DIV;

AN N NN

Figuras que mostram o intervalo entre spikes e bursts por regido, assim como o

seu desvio-padréo;

<

Estatisticas dos canais da MEA que sdo constituidos de ruido, spikes e bursts;

v' Estatisticas dos dados processados: nimero de spikes, nimero de spikes que
constituem de bursts, spikes aleatorios, nimero de bursts, nimero de spikes por
burst e duracdo média de bursts.

Tais quantificadores serdo explicados na proxima secéo.

A taxa media de disparos de spikes foi calculada considerando-se um valor minimo de
disparos de 0,1 spikes por segundo; e uma janela de artefato, de 4 ms. A detecgdo de
bursts foi realizada com um nimero minimo de spikes dentro de cada burst igual a
cinco; um valor méaximo de intervalo entre spikes dentro de cada burst, de 100 ms; um

valor limiar para taxa de bursts, de 0,4 bursts por minuto e uma janela de artefato, de 4

101



ms. Tais pardmetros foram ajustados de acordo com procedimento analogo aquele
empregado pela autora (CHIAPPALONE, 2003).
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na secdo anterior foram citados oito quantificadores escolhidos para caracterizacdo da
evolucdo das culturas processadas utilizando o software SpikeManager e a técnica de
processamento DFA. O resultado deste processamento é mostrado e discutido a seguir.
E importante salientar que os valores apresentados a seguir sio valores médios dos oito
experimentos citados na sessdo anterior, exceto os graficos de Atividade Elétrica
Normal e Esponténea, Raster Plot, Region Color ISI, Region Color SD ISI, Region

Color IBI e Region Color SD IBI que foram calculados a partir do experimento 364.

4.4.1 Resultados associados ao DFA e expoente de Hurst

A Figura 4.2 mostra os valores do Expoente Alfa (curva em azul) para cada DIV
considerado neste trabalho. As barras pretas acima e abaixo da curva azul representam o
desvio-padréo do quantificador estudado. Este desvio-padréo foi calculado a partir dos
valores do Expoente Alfa dos 60 canais da MEA para cada DIV. O eixo y representa o
valor médio do Expoente de Alfa para todos o0s 60 canais da MEA e 0 eix0 X representa
0 DIV que esta sendo analisado. Observa-se no DIV 08 o menor valor do Expoente de
Alfa (-1,20) encontrado com um desvio padréo elevado. Do DIV 11 ao DIV 25 o valor
de alfa aumentou de -0,30 até 0,00. Assim sendo, entre 08 e 15-25 DIVs a oscilagdo dos

valores de & abaixo de zero indicam um sinal altamente estacionario com um possivel
controle momentaneo do crescimento da cultura, com uma atividade semelhante em
todos os canais da matriz multieletrodos. Os desvios dos resultados ndo superam os
limites da regido de transicéo entre a estacionariedade e ndo estacionariedade (0,5 < alfa
< 1,5). Estas duas primeiras semanas in vitro sdo marcadas por eventos de grande
variagdo nos valores de alfa, um comportamento de inomogeneidade que se reflete nas

conexdes neuronais.

Analisando ainda a Figura 4.2, observa-se do DIV 29 ao DIV 46 que o valor do
Expoente de Alfa apresentou um valor proximo de zero, variando muito pouco. O
desvio padréo foi pequeno se comparado aos DIV's anteriores. Do DIV 46 ao DIV 60 o

valor do Expoente de Alfa diminui de 0,00 até -0,30. Neste periodo o desvio padréo é
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maior apresentando uma maior variagio entre os canais da MEA. E importante observar
que o desvio padrdo no DIV 50 é muito alto. Do DIV 64 ao DIV 71 o valor do Expoente
de Alfa volta a ser praticamente zero e, neste periodo, o desvio padrao atinge o seu

menor valor. Assim sendo, de forma sintética, a partir de 22 até a 60-71 DIVs observa-

se uma estabilidade de ® em torno de zero, 0 que é caracteristico de um ruido branco,
resultado semelhante ao encontrado por (BLESIC et al., 2003). Neste periodo a rede de
neurbnios estaria pronta para transmitir um impulso, com uma atividade elétrica
randdmica, tipica de um sistema em que ndo haja transmissdo de informacéo relevante,
ou esteja imerso em ruido, sendo este térmico ou cinético (ESPOSTI, SIGNORINI e
CERUTTI, 2009). A Figura 4.2 mostra claramente uma regido de relativa estabilidade a
partir deste periodo, marcando um comportamento maduro da cultura, com uma
diminuicdo das variagdes do expoente alfa calculados pela DFA e a oscilagdo desses

valores em torno de 0, indicando forte presenca de ruido branco nas séries ISI.
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Figura 4. 2 - Expoente de Alfa médio para os DIV’s 08 a 88.

Observa-se também que entre os DIV's 74 e 81 da Figura 4.2, ha uma variagdo dos
valores do Expoente de Alfa e dos respectivos desvios padrdo. No DIV 81 o Expoente
de Alfa é muito pequeno se comparado com o DIV 71 e 78. Neste mesmo dia, ha um
maior valor de desvio padrdo. O valor apresentado no DIV 81 é o segundo menor valor
encontrado, sendo que o primeiro foi apresentado no DIV 08. Por fim, nos DIV's 85 e
88 0 valor do expoente de alfa estd em torno de -0,34 e o desvio padrdo é 0 mesmo nos
dois DIV's, cerca de 0,83. Estas Gltimas semanas de registro da atividade elétrica
retomam o0 comportamento observado nas primeiras etapas, com um aumento na
variagdo dos valores. Podemos tratar este fendmeno de aumento das variagdes na

estacionariedade local das regides celulares como um desacoplamento funcional da
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atividade elétrica dos neurdnios. Assim, a rede perde sua capacidade de auto-
organizagdo, com periodos de grande ndo-estacionariedade, o que culmina com a morte

celular apds este periodo.

Analogamente aos gréaficos do Expoente de Alfa, temos a Figura 4.3 que representa o
valor médio do Expoente de Hurst para cada DIV com o respectivo desvio-padréo.
Assim como na Figura 4.2, o desvio-padrdo foi calculado a partir dos valores do
Expoente de Hurst dos 60 canais da MEA para cada DIV. O eixo y representa o valor
médio do Expoente de Hurst para todos os 60 canais da MEA e 0 eixo X representa o
DIV que est4 sendo analisado. Entre os DIV's 08 e 18 o valor do Expoente de Hurst
varia em torno de 0,50. Observa-se que para este quantificador o valor do desvio padréo
permanece 0 mesmo em todos os DIV's. Os primeiros DIVs analisados (0-21 DIVs)
indicam uma oscilacdo do valor de H seguida por um sutil crescimento, sendo que este
crescimento pode ser interpretado como um aumento das correlacdes de longo-alcance,
atingindo um maximo préximo a 18 DIVs. Da mesma forma que observado na anélise
por DFA, o pico observado neste periodo deve estar relacionado ao processo de

“pruning” que ocorre na cultura.

Mean Hurst Exponent
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Figura 4. 3 - Expoente de Hurst médio para os DIV’s 08 a 88.

Do DIV 22 ao DIV 32 o valor do Expoente de Hurst apresentado na Figura 4.3 é
constante e igual a 0,43 aproximadamente. Entre os DIV's 36 e 43 o valor deste
quantificador varia em torno de 0,40. J4 do DIV 46 ao 57 o Expoente de Hurst diminui
de 0,50 até atingir o valor minimo de 0,30. Nos DIV's 60 e 64 o valor volta a aumentar
até 0,50 e, posteriormente, no DIV 67 diminuir até atingir 0,30. Em resumo, entre 22 e

71 DIV, exibe certa estabilidade dos valores de H em torno de 0,5 para duas das culturas
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0 que é caracteristico de ruido branco e corrobora as observacbes feitas a partir da
analise por DFA e obtidas por (BLESIC et al., 2003). Além disso, a dispersdo dos
valores diminuiu o que indica que, de um modo geral, atingiu-se um comportamento
semelhante nos diferentes sitios da rede. Embora uma das culturas tenha apresentado
valores de H proximos a 0,3 nesta etapa, manteve-se certa estabilidade neste valor por

volta dos 13 DIVs subsequentes.

Por fim, na Figura 4.3, entre os DIV's 71 e 88, o Expoente de Hurst varia entre 0,40 e
0,50. A ultima etapa dessa analise mostra uma perda das propriedades fractais, devido a
um excesso de ordem ou randomicidade descorrelacionada (GOLDBERGER et al.,
2002) da série de dados. Esta alteracéo é perceptivel tanto pela variacdo do expoente H
quanto pelo aumento da dispersédo dos valores. Novamente, podemos relacionar este
processo com a proximidade morte celular e, paralelamente, estabelecer a conexdo com
a perda das propriedades fractais que ocorre em situagdes patoldgicas na andlise da
variabilidade da frequéncia cardiaca como indicado por (BARQUERO-PEREZ et al.,
2008; GOLDBERGER et al., 2002; WU et al., 2009).

4.4.2 Resultados ligados ao processamento cléssico via SpikeManager

As Figuras 4.4(A-D) sdo gréficos que mostram a evolucdo da atividade elétrica
espontanea do canal 83 do experimento 364, observando-se inicialmente na Figura
4.4(A) uma pequena quantidade de picos, com predominéncia de atividade basal. J& na
Figura 4.4(B), a atividade elétrica aumenta desordenadamente, visto que existem picos
de -300 até 150 pV. Nas Figs 4.4(C) e 4.4(D), a quantidade de picos é ainda mais

expressiva.

Os proximos gréficos apresentados sdo aqueles de Raster Plot que mostram o
comportamento do sinal de cada eletrodo ao longo do tempo, em relagéo ao disparo de
spikes. Nestes gréaficos representados pela Figura 4.5(A-1) cada nimero na vertical (eixo
y) representa os eletrodos ou canais da cultura, e na horizontal (eixo x) tem-se o0 tempo

em segundos. Para cada eletrodo pode ser vista a quantidade de spikes detectados
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durante os 20 minutos (ou 1200 segundos) de experimento. Neste trabalho sdo

mostrados apenas os graficos de Raster Plot para o experimento 364.
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Figura 4. 4 - Graficos de atividade elétrica do experimento 364, canal 83: (A) DIV11, (B) DIV36, (C)
DIV78 e (D) DIV88

O objetivo desses graficos (Figura 4.5) € possibilitar uma rapida visualizacdo geral do
estado de ativagdo elétrica do tecido analisado, considerando os 60 microeletrodos ao
mesmo tempo, e ndo informagdes detalhadas de cada microeletrodo, o que explica a

organizacdo da Figura 4.5, em que varios gréficos sdo colocados em sequéncia.

Analisando a Figura 4.5, observa-se no DIV 08 que a quantidade de spikes apresentada
no Raster Plot é muito pequena e que esses spikes sdo bastante espagados entre si.
Comparado ao DIV 08, o DIV 18 apresenta uma atividade elétrica maior e mais
distribuida. No DIV 29 é possivel visualizar uma quantidade considerdvel de spikes ao
longo dos 60 canais. A atividade elétrica estabelece um padréo de disparos sincronizado
e intenso, ou seja, surgem padrdes de atividade elétrica, tais como o disparo simultaneo

de spikes em mais de um canal. O DIV 53, por sua vez, se comparado com o DIV 29,
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apresenta comportamento semelhante, porém com uma atividade elétrica menor e mais

espacada entre si. Observa-se também que o sincronismo continua evidente neste DIV.
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Figura 4. 5 - Gréficos de Raster Plot do experimento 364: (A) DIV 08, (B) DIV 18, (C) DIV 29, (D) DIV
53, (E) DIV 67, (F) DIV 71, (G) DIV 74, (H) DIV 81 e (I) DIV 88.

A quantidade de spikes apresentada no Raster Plot (Figura 4.5) do DIV 67 é menor do
que a apresentada nos DIV's 29 e 53. Além disso, pode-se perceber que ndo mais
existem padréo de disparos de spikes e ocorréncia de bursts. Os DIV's 71 e 74 possuem
um comportamento semelhante ao DIV 67, porém alguns canais deixam de apresentar
spikes e em outros a atividade elétrica se intensifica. A atividade elétrica apresentada no
DIV 81 é muito menor do que nos DIV's anteriores (DIV 18-78). Observa-se ainda que
nos poucos canais onde esta atividade existe, ela é intensa e sincronizada. Por fim, no
DIV 88 a quantidade de spikes apresentada é muito pequena e ela s6 existe em alguns
poucos canais da MEA. Observa-se, em geral, que no final da vida da cultura a
quantidade de spikes diminui consideravelmente e tende a ocorrer segundo o padrdo

inicial de disparos no sentido inverso.
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O gréfico apresentado na Figura 4.6 mostra os valores de ISI (Inter Spike Interval -
intervalo entre spikes) calculados a partir do vetor de trem de spikes fornecidos pelo
software SpikeManager. O eixo y mostra o intervalo entre spikes em milissegundos e o
eixo X mostra o dia in vitro. Para cada DIV, tem-se uma média dos valores de ISI dos 60
canais da MEA. As variacbes mostradas em cada DIV representadas pelas barras
verticais acima dos valores de ISI representam o desvio-padréo do ISI para o respectivo
DIV.
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Figura 4. 6 - Intervalo entre spikes (ISI) médio para todas as culturas ao longo do tempo.

Observa-se na Figura 4.6, DIV 08 que o valor do intervalo entre spikes (I1SI) e do desvio
padrdo é o maior encontrado, ou seja, existem poucos spikes neste DIV e o intervalo
entre eles é grande, em torno de 140 milissegundos. O maior desvio-padréo encontrado
indica diferentes comportamentos nos canais com atividade elétrica. Nos DIV's 11, 15 e
18 o intervalo entre spikes diminui e a variacdo apresentada através do desvio padrdo
também diminui. Observa-se entdo, neste periodo, que had um aumento de spikes devido
a diminuic&o do intervalo entre eles. Devido a esse aumento de atividade elétrica, pode-
se dizer que os neurbnios comegam a estabelecer uma conexdo entre eles. Entre os
DIV's 22 e 46 o intervalo entre spikes permanece pequeno, revelando uma alta
incidéncia de spikes. O desvio padrdo, por sua vez, também continua pequeno,
indicando comportamentos semelhantes nos diversos canais. Neste periodo percebe-se

que a atividade elétrica € intensa e constante.
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Ainda observando a Figura 4.6, do DIV 50 ao DIV 71 vé-se uma pequena variagdo do
intervalo entre spikes e do desvio padrdo. Esta variagdo revela inicialmente uma
pequena diminuigdo e posterior aumento da atividade elétrica devido ao aumento e
posterior diminuigdo do intervalo entre spikes, se comparado ao periodo anterior (DIV
22-46). Entre os DIV's 74 e 81 o valor do intervalo entre spikes e do desvio padrdo
aumentam revelando uma diminuicdo da quantidade de spikes. Tal comportamento se d&
provavelmente pelo inicio da morte celular da cultura. Particular atengdo deve ser
prestada ao aumento repentino da quantidade de spikes nos DIVs 85-88, que antecede a
morte celular. De fato, medidas tomadas no 91° DIV evidenciaram atividade elétrica

global praticamente nula.

Analogamente ao que foi apresentado na Figura 4.6, a Figura 4.7 mostra valores médios
de intervalos entre bursts (IBI). Para cada DIV, tem-se uma media dos valores de IBI
dos 60 canais da MEA. As variagdes mostradas em cada DIV representadas pelas barras
verticais acima dos valores de IBI representam o desvio-padréo do 1Bl para o respectivo

DIV.
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Figura 4. 7 - Intervalo entre bursts (IBI) médio para todas as culturas ao longo do tempo.

Nos DIV's 08 e 11 da Figura 4.7 observa-se que ndo existem bursts ou eles s&o
despreziveis visto que o intervalo entre eles € elevado em relagcdo aos demais DIV's. No
DIV 15 h4 o inicio da formag&o de bursts com um intervalo entre eles muito grande e
um alto desvio padrdo, conforme apresentado nesta figura. Nos DIV's 18, 22 e 25
observa-se uma diminuicdo do intervalo entre bursts e do desvio padréo, revelando um

aumento da quantidade de bursts, o que denota um crescimento da atividade elétrica.
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Entre os DIV's 29 e 43 o intervalo entre bursts é pequeno assim como o desvio padréo,
ou seja, hd uma quantidade maior de bursts que permanece constante neste intervalo.
No DIV 46 hd uma diminuicdo brusca da quantidade de bursts, visto que o intervalo

entre eles e o desvio padrdo aumentam consideralmente.

Entre os DIV's 50 e 67, observa-se na Figura 4.7 que o intervalo entre bursts varia
muito pouco. Além disso, neste periodo vé-se que voltam a existir muitos bursts com
um desvio padrdo muito pequeno, ou seja, existe pouca variacdo desta cultura ao longo
destes DIV's. O DIV 71 apresentou um comportamento semelhante ao DIV 46, ja que
houve uma reducéo da quantidade de bursts devido ao aumento da distancia entre eles.
Entre os DIV's 74 e 88 observa-se novamente que a quantidade de bursts é maior e 0
desvio padrdo é menor do que o DIV 71, 46 e 15. No DIV 91 observa-se um elevado
valor de IBI revelando a inexisténcia de bursts. Este fato caracteriza a morte celular da
cultura. E importante observar que no DIV 71 ha uma sensivel redugdo na quantidade
de bursts, seguida imediatamente por um aumento repentino em DIV 74-88, o que pode

ser considerado como uma verdadeira explosdo elétrica.

Calcularam-se também os valores médios de intervalo entre spikes por canal em cada
DIV por experimento, obtendo-se uma figura similar a Figura 4.8 para cada
experimento e para cada DIV. J& na Figura 4.9, observa-se o desvio-padrdo do intervalo
entre spikes. Neste capitulo, mostraremos o comportamento do experimento 364 nos
DIV’s 08, 18, 29, 53, 67, 71, 74, 81 e 88, a fim de ilustrar as diferencas ao longo da
maturagdo da cultura, incluindo a morte celular. Cada quadrado mostrado representa a
localizagdo espacial de um eletrodo da MEA, supondo-se visdo superior do dispositivo.
Assim, na Figura 4.8, tem-se informagdo mais detalhada acerca do comportamento
médio da atividade elétrica, em termos do ISI, para cada eletrodo, ao longo do tempo.
Além disso, deve-se notar que nesta mesma figura 0s eixos X e y correspondem a
localizacdo espacial dos microeletrodos e, portanto, a informacdo central esta
concentrada na magnitude do ISI médio, ou seja, na cor de cada quadrado. Ao analisar
a Figura 4.8, percebem-se cores diferentes para determinados eletrodos. Do lado direito
de cada figura, é possivel visualizar uma escala de cores, desde 0 (zero), que é

representado pela cor azul-escura, até 500 que é representado pela cor vermelho-escura.
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Assim, cada cor das Figuras 4.8 — 4.11 representara um respectivo valor de acordo com

a escala de cores posicionada no lado direito de cada figura.
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Figura 4. 8 - Intervalo entre spikes por regido para o experimento 364: (A) DIV 08, (B) DIV 18, (C) DIV
29, (D) DIV 53, (E) DIV 67, (F) DIV 71, (G) DIV 74, (H) DIV 81 ¢ (I) DIV 88.
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Predominantemente no DIV 08 das Figuras 4.8 — 4.9 é possivel visualizar um alto valor
de intervalo entre spikes na maioria dos canais e um alto desvio padrdo revelando uma
quantidade de spikes muito pequena sendo eles distantes entre si, respectivamente.
Comparando o DIV 18 com o DIV 08, observa-se que a quantidade de spikes assim
como o desvio-padrdo aumentam, principalmente no canto superior direito da MEA. O
comportamento da cultura no DIV 29 é muito parecido com o comportamento do DIV
18. Ocorreu um pequeno aumento da quantidade de canais com spikes, visto que 0s
canais com ISl alto diminuiram. O desvio-padrdo, por sua vez, diminuiu em relagdo aos
DIV's anteriores. Observa-se que o DIV 53 tem um comportamento semelhante ao DIV

29. As Figuras 4.8(E-G) mostram o intervalo entre spikes por regido dos DIV' 67, 71 e
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74 e revelam uma diminuicdo da quantidade de canais com spikes e tambem um
intervalo entre eles menor, indicando que a cultura ja atingiu a maturacéo. J& as Figuras
4.9(E-G) apresentam um aumento do desvio-padrdo, exceto o desvio-padrdo do DIV 74
que diminui. Neste periodo, a tendéncia é que comece a ocorrer a morte celular da
cultura. Os DIV's 81 e 88 apresentam comportamento semelhante da cultura, visto que a
quantidade de canais com spikes diminui consideravelmente, devido ao aumento do

intervalo entre spikes médio em cada cultura.

Em particular para a Figura 4.8(l) antecedente & morte celular completa da cultura,
existem ainda mais canais ativos, sendo que a inatividade daqueles representados pelo
tom vermelho revelador do seguinte fato: o siléncio elétrico completo, caracteristico da

morte global da cultura, acontece gradativamente no conjunto de células.

msec msec msec

Figura 4. 9 - Desvio-padrdo do intervalo entre spikes por regido para o experimento 364: (A) DIV 08, (B)
DIV 18, (C) DIV 29, (D) DIV 53, (E) DIV 67, (F) DIV 71, (G) DIV 74, (H) DIV 81 e (1) DIV 88.
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Analogamente ao que foi mostrado para o ISI, mostraremos para o IBI (Intervalo entre
Bursts). A Figura 4.10 apresenta os valores médios do intervalo entre bursts por canal
para 0 experimento 364. Ja na Figura 4.11 é possivel visualizar o desvio-padrdo do
intervalo entre bursts para o experimento 364. Assim sendo, na Figura 4.10, tem-se
informagdo mais detalhada acerca do comportamento médio da atividade elétrica, em
termos do IBI, para cada eletrodo, que pode ser associado a certo quadrado da figura, ao
longo do tempo. Além disso, deve-se notar que nessa mesma figura 0s eixos x e y
correspondem a localizacdo espacial dos microeletrodos e, portanto, a informacao

central esta concentrada na magnitude do IBI médio, ou seja, na cor de cada quadrado.

) W WSS E— =

Figura 4. 10 - Intervalo entre bursts por regido para o experimento 364: (A) DIV 08, (B) DIV 18, (C)
DIV 29, (D) DIV 53, (E) DIV 67, (F) DIV 71, (G) DIV 74, (H) DIV 81 e (1) DIV 88.

O intervalo entre bursts do DIV 08 mostrado na Figura 4.10(A) tende a infinito,
indicando que néo existem bursts neste DIV. Assim como para o DIV 08, o DIV 18 néo
apresentou uma quantidade de bursts consideravel e o desvio-padrdo da cultura neste

DIV ¢ elevado. E possivel visualizar que no DIV 29 a cultura atingiu 0 maximo de
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canais com bursts em relagdo aos demais DIV's. O desvio-padrdo muito pequeno

revelando uma pequena variagdo do comportamento da cultura nos diversos canais.

Analisando ainda a Figura 4.10, no DIV 53 observa-se que ainda existem canais com
bursts, porém eles estdo em menor quantidade se comparados com o DIV 29. No DIV
67 observa-se apenas um canal com bursts, porém o desvio padréo é elevado. Os DIV's
71 e 74 apresentam mais bursts do que o DIV 67, porém com um desvio-padrdo maior
no DIV 71. Os DIV's 81 e 88 apresentam comportamento semelhante ao DIV 67, visto
que a quantidade de canais com bursts diminui consideravelmente, assim como o
desvio-padrédo, evidenciando uma diminuicdo da atividade elétrica da cultura. Em
particular, para a Figura 4.10(l), véspera da morte celular, embora inexistam bursts na

grande maioria dos canais, ocorre alguns poucos com intensa duragéo.

i

'
|
'
|

Figura 4. 11 - Desvio-padréao do intervalo entre bursts por regido para o experimento 364: (A) DIV 08,
(B) DIV 18, (C) DIV 29, (D) DIV 53, (E) DIV 67, (F) DIV 71, (G) DIV 74, (H) DIV 81 e (I) DIV 88.
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Outro quantificador utilizado no processamento dos sinais registrados a partir das
matrizes multieletrodo foi relativo & quantidade de canais que possuem apenas ruido,
apenas spikes e apenas spikes e bursts. Este quantificador é apresentado pela Figura
4.12, onde 0 eixo Yy representa a quantidade de canais e 0 eixo x representa 0os DIVs.
Observa-se em tonalidade mais forte a quantidade de canais que possuem bursts. A
quantidade de canais que possuem spikes é apresentada em tonalidade média, da qual a
quantidade de canais que possuem bursts (tonalidade forte) faz parte. Por fim, a
quantidade de canais que possuem apenas ruido, seja de instrumentacdo ou bioldgico, é

apresentada na tonalidade mais clara.
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Figura 4. 12 - NUmero de canais que possuem apenas ruido e apenas spikes e/ou bursts ao longo do

tempo, média tomada sobre todas as culturas.

No DIV 08 da Figura 4.12, observa-se que 29 canais apresentam spikes e 31 canais
apresentam apenas ruido, sendo ruido de instrumentacédo e ruido biolégico. Além disso,
neste DIV néo existem canais que apresentam bursts, o que justifica 0 comportamento
do quantificador IBI. No DIV 11 a quantidade de canais com spikes aumentou e,
consequentemente a quantidade de canais com apenas ruido diminuiu. Dos 60 canais,
25 possuem apenas ruido e 35 possuem spikes. Destes 35 canais com spikes, apenas 05
apresentam bursts. Dos DIV's 15 ao 36 observa-se uma diminui¢do dos canais apenas
com ruido e um aumento dos canais com spikes e com bursts. No DIV 15, existem 12
canais com ruido e 48 com spikes. J4 no DIV 36, apenas 07 canais possuem ruido e 53
possuem spikes. Em relagcdo aos bursts, dos 48 canais com spikes no DIV 15, 30

possuem bursts e dos 53 canais com spikes do DIV 36, 42 possuem bursts.
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Na Figura 4.12, do DIV 36 ao DIV 50 observa-se uma diminui¢éo da quantidade de
canais com spikes e bursts e um aumento da quantidade de canais com ruido. Entre 0s
DIV's 53 e 64 a quantidade de canais com spikes diminui, porém a quantidade de canais
com bursts é praticamente constante. No DIV 67 observa-se um aumento brusco da
quantidade de canais com ruido correspondente a 37 canais, enquanto que apenas 23
possuem spikes e dos 23, apenas 15 apresentaram bursts. No DIV 71, o comportamento
foi oposto ao apresentado para o DIV 67. Houve um aumento da quantidade de canais
com spikes e diminuicdo da quantidade de canais com ruido. A quantidade de canais
com bursts aumentou de 15 para 31. Entre os DIV's 74 e 88 observa-se um aumento da
quantidade de canais com ruido e uma diminuicdo da quantidade de canais com spikes e
bursts. No DIV 74 observa-se 23 canais com ruido, 37 com spikes e 20 com bursts. J&

no DIV 88 tem-se 32 canais com ruido, 28 com spikes e apenas 15 com bursts.

Apresentaremos, por fim, as estatisticas dos experimentos processados, conforme
Figuras 4.13-4.18. E possivel realizar uma comparagio em relagio aos spikes e em

relagdo aos bursts dos experimentos analisados neste trabalho.

A Figura 4.13 apresenta 0o nimero total de spikes médio para cada DIV analisado. O
eixo y representa o valor total médio de spikes e 0 eixo X representa o respectivo DIV.
Observa-se na Figura 4.13 que nos estégios iniciais (DIV 08 e 11) que o namero total de
spikes da cultura é praticamente desprezivel. Nos DIV's 15, 18 e 22 o total de spikes
cresce lentamente. Nos DIV's 25 e 29 hd um aumento maior do total de spikes, valor
este que volta a diminuir no DIV 32. No DIV 36 a cultura atinge o maior valor total de
spikes. Ja no DIV 39 este valor diminui e volta a aumentar no DIV 43. Nos DIV's 46 a
64 o numero total de spikes € pequeno se comprado com os DIV's anteriores. No DIV
67 observa-se uma pequena quantidade de spikes, a menor apresentada exceto nos DIV's
08 e 11 que ndo apresentaram spikes considerdveis. No DIV 71 o nimero total de spikes
volta a aumentar e diminuir lentamente ao longo dos dias até o DIV 85. No DIV 88 ha

um pequeno aumento do numero total de spikes.
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A Figura 4.14 apresenta o nimero médio de spikes que formam bursts em cada DIV. O

eixo x representa o DIV analisado e o eixo y representa a quantidade média de spikes

que constituem bursts no DIV em questdo. Comparando-se a Figura 4.13 com a Figura

4.14, pode-se observar que o comportamento do quantificador que mostra o nimero de

spikes que formam bursts € similar ao quantificador do nimero total de spikes.
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Figura 4. 13 - Numero total de spikes para cada DIV, média tomada sobre todas as culturas.
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Figura 4. 14 - Nimero médio de spikes que formam bursts em cada DIV, média tomada sobre todas as

culturas.

Analisando a Figura 4.15 que representa a porcentagem de spikes aleatorios para cada

DIV, sendo o eixo x 0 DIV e o0 eixo y a porcentagem de spikes randémicos, observa-se

que esta porcentagem varia em torno de 10 a 20% em todos os DIV's, exceto o DIV 08 e

11 que quase nédo apresentam spikes.
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Figura 4. 15 - Porcentagem de spikes aleatdrios em cada DIV, média tomada sobre todas as culturas.

A Figura 4.16 apresenta 0 numero total de bursts para cada DIV. O eixo X representa o
DIV e o eixo y representa 0 nimero médio de bursts para todos 0s experimentos.
Observa-se que o comportamento do quantificador apresentado na Figura 4.16 é similar
ao apresentado na Figura 4.13 e 4.14, ou seja, pode-se fazer uma analogia entre 0s

resultados do nimero total de spikes com os resultados do nimero total de bursts.
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Figura 4. 16 - Numero total de bursts em cada DIV, média tomada sobre todas as culturas.

A Figura 4.17 apresenta 0 nimero médio de spikes por bursts em cada DIV. Observa-se
pela Figura 4.17 nos DIV's 08 e 11 que, como ndo existem bursts, a quantidade média
de spikes por bursts é praticamente zero. Entre os DIV's 15 e 32, a quantidade de spikes
por bursts varia em torno de 10. No DIV 36 observa-se que existem 15 spikes em cada
burst em média. Nos DIV's 39 e 43 a quantidade de spikes por burst varia em torno de
13.
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Figura 4. 17 - Numero médio de spikes por burst em cada DIV, média tomada sobre todas as culturas.

Entre os DIV's 46 e 64 da Figura 4.17, observa-se que a quantidade de spikes por burst
varia bastante em cada DIV, chegando a no minimo 6 e no maximo 12 spikes por burst.
No DIV 67 observa-se uma pequena quantidade spikes por burst, visto que a atividade
elétrica neste DIV diminui consideravelmente. No DIV 71 ha um aumento da
quantidade de spikes por burst que parte de 3 no DIV 67 para 08 no DIV em quest&o.

Entre os DIV's 74 e 88 a quantidade de spikes por burst varia entre 2 e 3.

Por fim, analisando o Ultimo resultado estatistico extraido do processamento pelo
SpikeManager apresentado na Figura 4.18, observa-se que comportamento deste
quantificador é similar ao quantificador de quantidade de spikes por bursts apresentado
anteriormente (Figura 4.17). Observam-se inicialmente nos DIV's 08 e 11 que 0s poucos
bursts que existem possuem duragdo muito pequena. Entre os DIV's 15 e 32 os bursts
possuem duracdo de 80 ms, atingindo a duracdo méaxima de 110 ms no DIV 36. Este
valor diminui até o DIV 64 chegando a 60 ms. No DIV 67 hd um decréscimo
consideravel, visto que dentre os bursts existentes, a duracdo médida deles fica em torno
de 20 ms. Este valor volta 8 80 ms no DIV 71 e volta a diminuir entre os DIV's 74 e 88,

quando atinge novamente o valor de 20 ms e, possivelmente, a morte celular da cultura.
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Figura 4. 18 - Duracdo média dos bursts em cada DIV, média tomada sobre todas as culturas.

4.4.3 Resultados ligados & morte celular

Em particular, analisando-se os ultimos estagios de vida das culturas, correspondentes
de 67 DIV até 91 DIV, no contexto especifico da cultura 364, a sequéncia de fenbmenos

poderia ser resumida como se segue, em trés etapas:

v Fase 1: uma repentina diminui¢do de todos os eventos. No caso dos spikes
(Figura 4.6), essa mudanca se inicia em DIV74, atingindo um minimo de spikes em
DIV8L1. Ja para os bursts (Figura 4.7), essa ruptura comecga mais cedo, em DIV71. Tanto
num caso quanto no outro, o desvio-padrdo aumenta consideravelmente, o que implica
desorganizacdo da atividade elétrica como um todo. Observagdes analogas podem ser
estabelecidas em termos da quantidade de canais que apresentam spikes/bursts/ruido
(Figura 4.12). Possivelmente, esses eventos sinalizam o fim da maturidade da cultura e

0 inicio da morte celular.

v" Fase 2: em seguida, acontece uma inesperada elevagdo da ocorréncia de spikes e
bursts. Novamente, esse evento é sinalizado mais antecipadamente pelos bursts, que em
74 DIV, (Figura 4.7), apresentam valores de IBI tdo baixos quanto aqueles observados
durante a etapa inicial (veja Figura 4.7, DIVs 8-25). Em termos dos spikes, isso ocorre
mais tardiamente, ou seja, conforme Figura 4.6, somente a partir de DIV85, quando o
valor médio de ISI atinge também valores téo baixos quanto aqueles observados durante
a etapa inicial (veja Figura 4.6, DIVs 15-29). Ao mesmo tempo, comparando-se 0s
desvios-padrdo das grandezas IBI e ISI relativamente & Fase 1 descrita no paragrafo

anterior, esses parecem diminuir. Observaces andlogas podem ser estabelecidas em
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termos da quantidade de canais que apresentam spikes/bursts/ruido (Figura 4.12). Em
sintese, a Fase 2 pode ser caracterizada por uma verdadeira “explosdo elétrica”
sincronizada, com niveis de atividade compardveis aquele nivel do inicio de vida da

cultura.

v’ Fase 3: morte celular propriamente dita, constatada no DIV91 pelo siléncio
elétrico total de todos os canais, em que quase ndo existem nem spikes, nem spikes
randdmicos e nem bursts. Isso pode ser constatado pelos elevadissimos valores

atingidos por ISl e 1BI, respectivamente nas Figuras 4.6 e 4.7.

As conclusBes acima apresentadas, obtidas a partir das Figuras 4.6, 4.7 e 4.12, também
sdo facilmente observaveis em termos das estatisticas médias dos experimentos,
discutidas nas Figuras 4.13 — 4.18. Assim, resumidamente, em torno de DIV 71, a
quantidade média global de spikes e bursts, bem como a duracdo média dos bursts,
cresce explosivamente, atingindo amplitudes e desvios-padrdo semelhantes aqueles das
primeiras etapas do crescimento da cultura. Estes fatos novamente comprovam a idéia
de “exploséo elétrica desorganizada”. Em seguida, todos esses indicadores decrescem
progressivamente a partir de DIV 74, até atingir o siléncio elétrico. Dentre todos 0s
indicadores, € importante destacar durante a etapa de “exploséo elétrica desorganizada”:
# Quantidade muito elevada de spikes aleatdrios

# Quantidade muito elevada de bursts

# Longuissima duragdo dos bursts

Do ponto de vista dos resultados relatados na se¢do 4.4.1 em conseqiiéncia do célculo
do expoente de Hurst e alfa do DFA, pode-se constatar que ap6s DIV74 a variancia do
expoente alfa do DFA é extremamente elevada e assim persiste até a morte celular,
sinalizando claramente uma ruptura no comportamento da atividade elétrica a partir de
DIV74 (Figura 4.2), revelando diferentes tipos de estacionariedade dos sinais nos
diversos microeletrodos. J& em termos do expoente de Hurst (Figura 4.3), ndo existe

uma diferenca claramente perceptivel da grandeza nesta etapa.
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Outro fato muito importante a ser destacado durante a morte celular envolve a analise
das Figuras 4.8 — 4.11. Em particular, as Figuras 4.8(1) e 4.10(1), antecedentes ao final
do processo, por caracterizarem o DIV88 durante a “explosdo elétrica”, mostram
claramente que, apesar do fenbmeno em curso, ainda assim muitos neurdnios
apresentam intensa atividade de spike (Figura 4.8(l)), especialmente aqueles em
conexdo funcional com os microeletrodos situados no lado direito e com os localizados
no centro da MEA,; engquanto que oS neurbnios em conexdo com alguns poucos
microeletrodos situados no centro do dispositivo demonstram gerar intensa atividade de
burst (Figura 4.10(1)). Para estas duas Gltimas regides da MEA, observa-se das Figuras
4.9 e 411 um desvio-padrdo muito reduzido, revelando, portanto, sincronizagdo dos
grupos de neurodnios envolvidos.

Assim, pode-se concluir que o siléncio elétrico total do DIV91l é atingido
gradativamente ao longo do tempo, estabelecendo-se progressivamente nas diversas
regides topoldgicas da cultura, como se constata em termos de spikes na seqliéncia de
imagens dos DIV53 — 88 para os spikes (Figuras 4.8(D)-(I)) e para os bursts (Figuras
4.10(D)-(1)). E interessante ainda notar que os microeletrodos situados no centro da
MEA parecem ser responsaveis pela “explosdo elétrica”, tanto em termos de spikes
como em termos de bursts. Ndo foi possivel encontrar uma explicagdo fisioldgica para

essa constatagao.

Avaliando as trés fases da morte celular apresentadas acima, deseja-se entender a
origem da “exploséo elétrica” constatada na Fase 2, o que é possivel conforme descricdo
apresentada nos paragrafos 3 a 5 da secdo Introdugdo. Talvez em consequéncia do
processo de apoptose, as alteragBes referentes ao aumento da permeabilidade ao ion
Ca?* e suas concentragdes intracelulares poderiam induzir aumento da atividade elétrica,

0 que poderia explicar o fendmeno constatado nos experimentos.
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4.5 CONCLUSOES

4.5.1 Resultados associados & aplicacdo das técnicas ndo-lineares (DFA e Hurst)

Embora a estimativa do expoente % para cada um dos canais resulte em valores bastante
dispersos, da mesma forma que o indicado por (ESPOSTI et al., 2009) e (MAZZONI et
al., 2007), mindcias da variagdo coletiva desse pardmetro contém a informagéao
necessaria para observar mudangas no comportamento dos neurénios, no caso de um
estudo evolutivo como este, sendo este 0 motivo da utilizacdo deste tipo de anlise.
Como indicado por (ESPOSTI et al., 2008), o método empregado para a estimativa do
expoente de Hurst deve levar em consideragdo as propriedades de estacionariedade da
série analisada. Uma vez que a serie foi caracterizada como altamente estacionéria
através da DFA, optou-se por utilizar o método do Periodograma (ESPOSTI et al.,

2008; TAQQU et al., 1995) para uma melhor estimativa desse expoente.

A andlise das propriedades de estacionariedade, memdria e fractalidade, dentre os
demais conceitos relacionados, constitui um forte indicativo do comportamento e da
dindmica de organismos vivos, como de redes neuronais. Mesmo que sutis, trés etapas
da maturacgéo de neurénios cultivados em MEA puderam ser caracterizadas, através da
analise da atividade elétrica espontanea dos neurdnios. A primeira etapa, com alta
estacionariedade e grande variabilidade do comportamento nos diversos canais
apresenta uma correlagdo de longo-alcance crescente para a série de dados e tem seu fim
marcado por um pico local dos expoentes analisados (o e Hurst). A segunda etapa,
quando a cultura atinge sua maturidade, € marcada por grande estabilidade e apresenta
caracteristicas que enquadram a atividade elétrica da cultura na condicdo de ruido
branco, conclusdo obtida tanto atraves da analise do expoente alfa como daquele de
Hurst, plenamente de acordo com os resultados relatados em (BLESIC, 2003). A
terceira etapa pode ser evidenciada pela elevadissimo desvio-padréo do coeficiente alfa
(revelando uma desorganizacdo da atividade elétrica devido a diferentes tipos de
estacionariedade presentes nos microeletrodos, ou perda da capacidade de auto-
organizagdo do sistema), retomando as propriedades da cultura imatura, e fornecendo

portanto indicativos da iminéncia de morte celular.
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As trés etapas de maturagdo observadas indicam um comportamento semelhante ao
descrito por (ESPOSTI et al, 2009), embora apresentem propriedades de
estacionariedade e correlagbes de longo-alcance diferentes. Tais diferengas podem ser
devidas ao tipo de dados utilizado, uma vez que (ESPOSTI et al., 2009) utiliza como
base para analise a atividade de bursts enquanto aqui analisamos a atividade de spikes.
Como indicado por (SEGEV et al., 2002), a atividade de bursts caracteriza a dindmica
neuronal de toda a rede enquanto o potencial de agéo (atividade de spikes) caracteriza a

dindmica dos neurdnios individuais.

A aquisicdo de séries de dados mais extensas pode reduzir os desvios apresentados e,
juntamente com a analise de um maior nimero de culturas, auxiliara no entendimento
dos comportamentos observados no presente estudo, sendo esta uma perspectiva para
trabalhos futuros. A aplicacdo de diferentes métodos e o estudo de séries de intervalos
interbursts e da duragdo destes podem também fornecer para medidas mais

representativas da dindmica neuronal em matrizes multieletrodo.

Em sintese, fica claro que os quantificadores do tipo expoente alfa e de Hurst levam a
diferentes resultados, e que o expoente alfa se mostrou mais util na diferenciacdo das

trés fases do crescimento da cultura.

4.5.2 Resultados associados a aplicacdo do SpikeManager

Ao analisar o comportamento medio dos experimentos estudados neste trabalho pode-se
perceber que inicialmente (DIV 8 — DIV 29) existem poucos spikes, com um intervalo
de tempo grande entre eles (tipicamente da ordem de 150 ms), ocorrendo de forma
desordenada e aleatoria, o que se traduz por elevado desvio-padrdo do ISI. Existem
também poucos bursts de curta duracdo (em média 20 ms) e o intervalo entre eles
também é muito elevado (podendo atingir amplitudes da ordem de 35 segundos), assim

como o desvio-padréo do IBI.

Nos estdgios intermediarios (maturidade, DIV 32 — DIV 64), a quantidade de spikes e

bursts cresce expressivamente e, portanto, o intervalo tanto entre spikes como bursts é
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menor (respectivamente 10 ms e 10 s). Nesta etapa, a duragdo dos bursts tende a ser
maxima, podendo assumir valores da ordem de 110 s. Ocorre uma verdadeira
sincronizagédo entre os diversos sinais, o que leva a desvios-padréo de IBI, de ISI e de
duragdo de bursts muito baixos, e a uma quantidade razoével de spikes randdmicos (da
ordem de 20%).

Por fim, nos estégios finais (DIV 67 — DIV 91), a cultura tente & morte celular, os spikes
e bursts gradativamente cessam, inclusive os spikes randémicos, sendo que o intervalo
entre eles se torna cada vez maior e a duragéo dos bursts cada vez menor (minimo de 20

ms).

Assim sendo, comparando-se tais resultados experimentais a sintese do conhecimento j&
estabelecido pela literatura (vide segdo 2.5), pode-se constatar que os resultados

relatados estdo coerentes com o estado-da-arte.

Os resultados obtidos por meio da analise quantitativa da atividade elétrica nos estagios
finais de vida das culturas sugerem especulagbes sobre a existéncia de etapas no
processo de morte celular, partindo-se de uma situagdo de desorganizacdo dos padrdes
de disparo, seguida de uma inesperada hiperatividade, e finalizando-se com o siléncio
elétrico. Destaca-se aqui uma grande semelhanca entre o padrdo de atividade elétrica
encontrada no estagio inicial de vida da cultura (D1V8-DIV29) e durante as fases 2 e 3
da morte celular (DIV71-DIV91), quando ocorre a “explosdo elétrica” seguida pela
morte propriamente dita, porém de forma inversa, pois tal atividade a principio se
intensifica a partir de DIV74, para depois se esvanecer totalmente em DIV91. Cogita-se
que tal hiperatividade seja explicada pelo rapido efluxo de célcio ligado & apoptose,
item de pesquisa que merece aprofundamento em trabalhos futuros. A partir dos
resultados obtidos, os melhores marcadores quantitavos que sinalizam o inicio de morte

celular séo:
# Quantidade muito elevada de spikes aleatdrios

# Amplitude e desvio-padrédo do I1SI médio (tomado sobre todos 0s canais)

# Quantidade muito elevada de bursts
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# Amplitude do 1Bl médio (tomado sobre todos os canais)
# Longuissima duragdo dos bursts

# Elevadissimo desvio-padréo do coeficiente alfa

Fica claro também das Figuras 4.8 — 4.11 que a morte celular € um processo
gradual, associado a morfologia da cultura em conexdo com o0s microeletrodos,
iniciando-se pelo siléncio elétrico de alguns grupos de neurdnios, fendmeno que se
intensifica paulatinamente, incluindo a situacdo em que alguns poucos grupos de células
ainda mantém intensa atividade elétrica (grupos estes denominados a partir de agora
como “remanescentes”), até que finalmente se constate atividade elétrica zero em todos
0s microeletrodos indistintamente. Diante desse fato, seria possivel cogitar que os
neurdnios “remanescentes” seriam responsaveis por disparar o processo de morte

celular?

Em todo caso, a patir da Figura 4.12, fica muito claro que o processamento de
sinais baseado na detecgéo de spikes desconsidera totalmente a informacéo associada ao
ruido bioldgico. Como este representa quase cerca de 40% da informacdo presente nos
experimentos, entdo existe ndo apenas uma enorme perda de informagdo com o uso
destas técnicas classicas, como também estas inviabilizam o estudo da morte celular da

cultura.

127



4.6 REFERENCIAS

BAHAR, S.; KANTELHARDT, J. W.; NEIMAN, A.; et al. Long-range temporal anti-
correlations in paddlefish electroreceptors. Europhysics Letters, vol. 56(3), p.454-460,
2001.

BARQUERO-PEREZ, O.; DE SA, J.M.; ROJO-ALVAREZ, J.L.; GOYA-ESTEBAN,
R. Changes in detrended fluctuation indices with aging in healthy and congestive heart

failure subjects. Computers in Cardiology, vol.35, pp. 45-48, 2008.

BHATTACHARYA, J.; EDWARDS, J.; MAMELAK, A. N.; SCHUMAN, E. M. Long-
range temporal correlations in the spontaneous spiking of neurons in the hippocampal-

amygdala complex of humans. Neuroscience, vol. 131(2), p.547-55, 2005.

BLESIC, S.; MILOEVI, S.; STRATIMIROVI, D. Detecting long-range correlations in
time series of neuronal discharges. Physica A: Statistical, vol. 330, p.391-399, 2003.

CHIAPPALONE, M.; BOVE, M.; VATO, A.; TEDESCO, M.; MARTINOIA, S.
Dissociated cortical networks show spontaneously correlated activity patterns during in
vitro development. Brain Research, v. 1093, p. 41-53, 2006.

CHIAPPALONE, M; VATO, A.; TEDESCO, M. B.; MARCOLI, M.; DAVIDE, F,;
MARTIONIA, S. Networks of neural coupled to microelectrode arrays: a neural sensory
system for pharmacological applications. Biosensors and Bioelectronics, v. 18, p. 627-
634, 2003.

CHU, C. Hurst parameter estimate function package.

http://www.mathworks.com/matlabcentral/fileexchange/19148-hurst-parameter-

estimate, 2008.

128



COzzl, L.; D'ANGELO, P.; CHIAPPALONE, M.; et al. Coding and decoding of
information in a bi-directional neural interface. Neurocomputing, vol. 65-66, p.783-792,
2005.

ESPOSTI, F.; FERRARIO, M.; SIGNORINI, G. A blind method for the estimation of
the Hurst exponent in time series: Theory and application. Chaos, vol. 18, p.033126,
2008.

ESPOSTI, F.; SIGNORINI, M. G.; CERUTTI, S. Neuronal networks and Self-
Organized Criticality: The rising of long-term memory in neuronal ensembles. Neural
Engineering, 2009. NER 09. 4th International IEEE/EMBS Conference on, p.538, 2009.

ESPOSTI, F.; SIGNORINI, M. G.; POTTER, S. M.; CERUTT]I, S. Statistical long-term
correlations in dissociated cortical neuron recordings. IEEE Trans Neural Syst Rehabil
Eng, vol. 17(4), p.364-369, 20009.

GERSTEIN, G. L.; MANDELBROT, B. Random Walk Models for the Spike Activity
of a Single Neuron. Biophys. J, vol. 4, p.41-68, 1964.

GOLDBERGER, A. L.; AMARAL, L. A.; HAUSDORFF, J. M.; et al. Fractal dynamics
in physiology: alterations with disease and aging. PNAS, vol. 99(1), p.2466-2472, 2002.

HURST, E. Long Term Storage Capacity of Reservoirs. Transactions of the American
Society of Civil Engineers, vol. 116, p.770-799, 1951.

KAMIOKA, H. et al. Spontaneous periodic synchronized bursting during formation of
mature patterns of connections in cortical cultures. Neuroscience Letters, v. 206, p. 109-

112, 1996.

LITT, B. et al. Translating seizure detection, prediction and brain stimulation into
implantable devices for epilepsy. In: INTERNATIONAL IEEE EMBS CONFERENCE

129



ON NEURAL ENGINEERING, 1st ., 2003, Capri Island. Proceedings..., Capri Island,
Italy: IEE Conference Publications, 2003. p. 485-492.

LITTLE, M.; MCSHARRY, P.; MOROZ, |.; ROBERTS, S. Nonlinear, Biophysically-
Informed Speech Pathology Detection. IEEE Int Conf on Acous Speech and Sig Proc,
2006. ICASSP 2006 Proc, vol. 2, p.1080, 2006.

http://www.eng.ox.ac.uk/samp/software/cardiodynamics/dfa.m

LOWEN, S. B.; OZAKI, T.; KAPLAN, E.; SALEH, B. E. A.; TEICH, M. C. Fractal
features of dark, maintained, and driven neural discharges in the cat visual system.
Methods, vol. 24(4), p.377-394, 2001.

MARQUES, S. M. et al. Andlise da evolu¢do da atividade elétrica espontanea ao longo
da maturacdo de culturas neurais e correlagdes fisiologicas. Horizonte Cientifico, v. 3,
n. 2, 20009.

MAYER-KRESS, G.; LAYNE, S. P. Dimensionality of the human
electroencephalogram. Ann. N. Y. Acad. Sci, vol. 504, p.62-87, 1987.

MAZZONI, A.; BROCCARD, F. D.; GARCIA-PEREZ, E.; et al. On the dynamics of
the spontaneous activity in neuronal networks. PLoS ONE, vol. 2(5), p.e439, 2007b.

PENG, C. K.; HAVLIN, S.; STANLEY, E. H.; GOLDBERGER, A. L. Quantification
of scaling exponents and crossover phenomena in nonstationary heartbeat time series.

Chaos, vol. 5, p.82-87, 1995.

RIEKE, F. et al. Spikes: exploring the neural code. New York: The MIT Press, 1997.
234 p.

RUTTEN, W. L. C. Selective electrical interfaces with the nervous system. Ann. Rev.
of Biomedical Engineering, v. 4, p. 407-452, 2002.

130



SEGEV, R.; BENVENISTE, M.; HULATA, E.; et al. Long term behavior of
lithographically prepared in vitro neuronal networks. Phys. Rev. Lett, vol. 88(11),
p.118102, 2002.

SIMONIAN, N. A.; COYLE, J. T. Oxidative stress in neurodegenerative diseases.
Annual Reviews, v. 36, p. 83-106, 1996.

STEFANO GUZZETTI. Non-linear dynamics and chaotic indices in heart rate
variability of normal subjects and heart-transplanted patients. Cardiovascular Research,
vol. 31, p.441-446, 1996.

TAKETANI, M.; BAUDRY, M. E. Advances in network electrophysiology: using
multi-electrode arrays. United States: Springer-Verlag, 2006.

TAQQU, M. S.; TEVEROVSKY, V.; WILLINGER, W. Estimators for long-range
dependence: An empirical study. Fractals, vol. 3, p.785-788, 1995.

VAN PELT, J. et al. Long-term characterization of firing dynamics of spontaneous
bursts in cultured neural networks. IEEE Trans. Biomed. Eng., v. 51, p. 2.051-2.062,
2004.

VATO, A.; BONZANO, L.; CHIAPPALONE, M; CICERO, S.; MORABITO, F,
NOVELLINO, A.; STILLO, G. Spike manager: a new tool for spontaneous and evoked
neuronal networks activity characterization. Neurocomputing, v. 58-60, p. 1153 — 1161,
2004.

WU, G. Q.; ARZENO, N. M.; SHEN, L. L.; et al. Chaotic signatures of heart rate
variability and its power spectrum in health, aging and heart failure. PLoS ONE, vol.

4(2), p.e4323, 2000.

ZHONG, Q.; BOYKIN, R.; NIRENBERG, S.; ROYCHOWDHURY, V. Non-Poisson

Fluctuation Statistics in Neuronal Inter-Spike Intervals (IS1): Hurst parameter Estimates

131



of Mouse Retinal Ganglion Signals. Engineering in Medicine and Biology Society,
2005. IEEE-EMBS 2005. 27th Annual International Conference of the, p.2095, 2006.

132



Capitulo 5

Analise do Crescimento da Cultura Através do

Processamento da Gaussianidade e Estacionariedade

5.1 INTRODUCAO

Um processo estocéstico pode ser estaciondrio no sentido amplo e no sentido estreito.
Ele é dito ser estritamente estacionario se nenhuma de suas caracteristicas € afetada por
um desvio na origem do tempo (ASSIS, 2011). J4 um processo aleatorio é gaussiano se

as suas variaveis aleatorias tem funcdes densidade de probabilidade também gaussianas.

Em se tratando da estacionariedade, um conjunto de amostras pode ser proveniente de
uma funcglo estacionéria no sentido amplo se as distribuigdes de amplitude e o espectro
de poténcia ndo forem muito diferentes. Sendo assim, um teste para a estacionariedade
de um conjunto de amostras pode ser construido dividindo-se, primeiramente, o
conjunto em dois subconjuntos iguais e calculando-se um histograma de amplitude e o

espectro de poténcia para cada subconjunto (McEWEN,1975).

O Mean Ratio Test (MRT — Teste Razdo Média) pode ser empregado para comparar as
funcdes de distribuicéo espectral dos subconjuntos de amostras (ASSIS, 2011) a fim de
observar se a funcdo é ou ndo estacionaria. Caso haja uma diferenga significativa entre

0s espectros dos subconjuntos amostrais o processo € dito como ndo estacionario.

Caso o teste da razdo media seja significante, hd uma mudanga na série temporal
significante. Para avaliar se a série é estacionéria, deve-se comparé-la com um valor
critico apropriado. Neste trabalho utilizaram-se os valores criticos apresentados em
(ASSIS, 2011).

A verificacdo da gaussianidade ou normalidade de um conjunto de amostras da MEA se

d4 pelo teste ndo paramétrico denominado Jarque-Bera (JB) que possui Otimas
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propriedades assintéticas de poder e bom desempelo para amostras finitas. Devido a sua
simplicidade, este teste € uma ferramenta Gtil em andlises estatisticas (JARQUE &
BERA, 1987). O procedimento para a construgdo do teste de gaussianidade usa o
principio do método multiplicador de Lagrange, que ja foi bastante aplicado em muitos
problemas econémicos; por exemplo, (BYRON, 1970), (GODFREY, 1978) e
(BREUSCH & PAGAN, 1980).

Em suma, o teste JB testa a hipdtese nula de que os dados possuem uma distribuicdo
gaussiana com média e varidncia desconhecida. Esse teste assume que as amostras sao
independentes e identicamente independentes. No entanto, essa condi¢do ndo é muito
restritiva porque este teste funciona bem para séries de dados financeiros, onde néo se
pode assegurar a independéncia dos dados. Alguns trabalhos da literatura relatam uma
limitacdo do teste JB que é sua sensibilidade a presenca de outliers na distribui¢do de
probabilidade. No contexto da MEA, tais outliers podem estar associados com a

presenca de spikes no sinal (ASSIS, 2011).
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5.2 METODOLOGIA

Os dados utilizados neste capitulo foram obtidos de forma analoga & apresentada nos
capitulos anteriores. Eles sdo registros de atividade elétrica de culturas neuronais
dissociadas retiradas do cortex de embrides de ratas Wistar, no 18° dia de gestacao,
gravados por pesquisadores brasileiros em Génova (ltdlia). Além dos registros, 0s
pesquisadores brasileiros foram responsdveis pelo preparo dessas culturas. Os
procedimentos biolégicos e o protocolo de medidas elétricas utilizados pelos
pesquisadores Dbrasileiros seguiram as diretivas apresentadas pela autora
(CHIAPPALONE, 2006) e foram apresentados no capitulo anterior.

Para o preparo da cultura, ndo foi utilizado nenhum meio condicionado de glia (GCM)
ou substéncias antimitoticas para impedir o crescimento desse tipo de células. Neste
capitulo processou-se apenas uma cultura que foi monitorada periodicamente, utilizando
matrizes multieletrodo (MEAGO) planares de 60 canais, com 30 pm de didmetro cada
eletrodo e com distancia de 200 um entre os eletrodos, distribuidos em uma matriz 8x8,
com as extremidades excluidas. Esta cultura foi denominada de experimento 364 para
0s quais se adquiriu a atividade elétrica esponténea, sendo que as gravagbes ocorreram
nos DIV’s 08, 18, 29, 53, 67, 71, 74, 81 e 88.

Cada secdo de gravacdo em um DIV durou 20 minutos, divididos em quatro fases
subsequentes de cinco minutos cada, totalizando 3 horas de gravacdo da atividade
elétrica da cultura. Cada registro seguiu 0 mesmo procedimento: as culturas crescidas
sobre as MEAs eram retiradas da estufa de CO, na qual eram mantidas e colocadas
sobre um amplificador, cuja temperatura era controlada, podendo variar de 37,1 °C a
37,4 °C. As medidas eram iniciadas, decorridos 20 minutos dessa colocagdo, com o
objetivo de permitir as células se adaptarem ao novo ambiente. A frequéncia de

aquisicdo dos sinais para esses experimentos foi 10 kHz.

O processamento dos dados foi realizado utilizando-se programas de célculo de

Gaussianidade e Estacionariedade desenvolvidos e discutidos pela autora (ASSIS,
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2011). Os mesmos programas foram adequados para os dados processados neste

trabalho e séo apresentados na se¢éo de anexos (vide item 5.6 Anexos).

Os programas utilizados s&o responsaveis pelo célculo da quantidade de segmentos ndo
estacionarios e ndo gaussianos da cultura em andlise. Neste trabalho optou-se por
calcular o valor da Gaussianidade e Estacionariedade para janelas de 5, 10, 20, 40, 100 e

200 ms, cujos resultados sdo apresentados na proxima secao.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secéo sdo apresentados e discutidos os resultados da aplicagdo dos programas de
Gaussianidade e Estacionariedade mencionados na secdo anterior. Na Figura 5.1(A) sdo
apresentadas as porcentagens de segmentos ndo estacionarios para os DIV’s 08, 18, 29,
53, 67, 71, 74, 81 e 88, sendo cada DIV representado por uma cor, de acordo com a
legenda posicionada do lado inferior direito de cada figura. O eixo X representa o tempo
em milissegundos e 0 eixo y representa a porcentagem de segmentos ndo estacionarios.
J& a Figura 5.1(B) apresenta o desvio padréo da porcentagem de segmentos ndo

estacionarios (eixo y) nos mesmos DIVs apresentados na Figura 5.1(A).

Observa-se na Figura 5.1(A) que a porcentagem de segmentos ndo estacionarios dos
DIVs 08, 18, 81 e 88 corresponde aos valores muito proximos evidenciando um
comportamento semelhante nos estagios iniciais de crescimento da cultura e nos
estigios finais antecedentes & morte celular. A porcentagem de segmentos nédo
estacionarios para os DIVs 29 e 53 sdo os maiores apresentados na Figura 5.1(A). Neste
periodo a cultura atinge a maturidade de acordo com os estudos da literatura. Ja nos
DIVs 67, 71 e 74 a porcentagem de segmentos ndo estacionarios diminui em relagéo aos
DIVs 29 e 53. A Figura 5.1(B) mostra o desvio padrdo da porcentagem de segmentos
ndo estacionarios. O valor do desvio é semelhante para todos os DIVs, exceto para o
DIV 18 e 81, onde h4d um valor muito pequeno e muito grande, respectivamente, em

relacdo aos demais DIVs.

Analogamente a Figura 5.1(A), na Figura 5.2(A) sdo apresentadas as porcentagens de
segmentos ndo gaussianos para os DIV’s 08, 18, 29, 53, 67, 71, 74, 81 e 88, sendo cada
DIV representado por uma cor, de acordo com a legenda posicionada do lado inferior
direito de cada figura. O eixo X representa 0 tempo em milissegundos e 0 eixo y
representa a porcentagem de segmentos ndo gaussianos. Ja a Figura 5.2(B) apresenta o
desvio padréo da porcentagem de segmentos ndo gaussianos (eixo y) nos mesmos DIVs

apresentados na Figura 5.2(A).
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A Figura 5.2(A) mostra valores menores de porcentagem de segmentos ndo gaussianos
para os DIVs 08, 18 e 88. Comportamento este semelhante ao visualizado na Figura
5.1(A). Os DIVs 29 e 53 possuem o maior valor de porcentagem de segmentos ndo
gaussianos. J& os DIVs 67, 71, 74 e 81 possuem valores de porcentagem de segmentos
ndo gaussianos intermediarios. Observando-se a Figura 5.2(B), de uma maneira geral
observa-se que a variabilidade do comportamento ndo-gaussiano é muito baixa no inicio
de vida e durante a maturidade da cultura (DIV 8 — 74), considerando todo o conjunto
de microeletrodos da MEA, porém a partir de DIV81, acontece um pico de grande
destaque na variancia de PSNG. Ou seja, na etapa final de vida da cultura, este pico
revela uma grande diversidade de comportamentos gaussianos do conjunto de sinais,

considerando a cultura como um todo.

As Figuras 5.3 apresentam a quantidade de segmentos ndo-estacionarios para a janela de
40 milissegundos em cada canal do experimento 364. Observa-se uma visdo geral da
MEA a partir destas figuras, em cada DIV. Cada cor de cada quadrado apresenta uma
porcentagem de segmentos ndo-estacionarios em determinado canal da MEA. De uma
maneira geral, constata-se que ha um aumento gradativo da quantidade de canais com
comportamento ndo-estacionario, sendo que o contrario comeca claramente a acontecer
a partir de DIV 74 (Figura 5.3(G)). Ou seja, ao longo do tempo, o padrdo de
estacionariedade dos sinais da MEA se modifica do ponto de vista geométrico, até
atingir uma homogeneidade a partir do DIV81, o que pode ser interpretado como um
sinalizador bioldgico da morte celular (Figura 5.3(H)). Em particular, no ultimo dia in
vitro (DIV88, vide Figura 5.3(1)), apesar da grande maioria dos canais apresentarem
comportamento estacionério, ainda assim, na parte central do dispositivo, registra-se

atividade elétrica altamente ndo-estacionaria.
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Figura 5. 3 - Quantidade de segmentos ndo estacionarios para uma janela de 40 ms: (A) DIV 08, (B) DIV
18, (C) DIV 29, (D) DIV 53, (E) DIV 67, (F) DIV 71, (G) DIV 74, (H) DIV 81 e (I) DIV 88A).

Analogamente as Figuras 5.3, as Figuras 5.4 apresentam a quantidade de segmentos ndo
gaussianos para a janela de 40 milissegundos em cada canal do experimento 364.
Observa-se uma visao geral da MEA a partir destas figuras em cada DIV. Cada cor de
cada quadrado apresenta um valor de porcentagem de segmentos ndo-gaussianos
detectados em determinado canal da MEA. Todas as conclusdes apresentadas no
paragrafo anterior a Figura 5.3 sdo também validas aqui, porém as palavras
“estacionariedade” ou “ndo-estacionariedade” devem ser respectivamente trocadas por

“gaussianidade” ou “ndo-gaussianidade”.
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5.4 CONCLUSOES

Utilizando-se de testes estatisticos precisos e bem estabelecidos, e analisando-se 0s
sinais de amplitude absoluta registrados em culturas de células durante sua maturacéo
(contrariamente ao capitulo anterior, que apenas considera os spikes e bursts), pode-se
concluir os seguintes pontos relativamente aos experimentos de desenvolvimento

tratados tanto neste capitulo quanto no anterior.

a) Tanto os primeiros DIVs (08 — 18) quanto os finais (DIV 81 — 88) apresentam
caracteristicas muito semelhantes, a saber, atividade elétrica altamente gaussiana e
estacionéria. Particularmente, durante o periodo de maturidade da cultura (DIV 29 -

DIV 67), os sinais sdo essencialmente ndo-gaussianos e ndo-estacionarios.

b) As conclusdes do item (a) acima aplicam-se a praticamente todos os canais da MEA
durante 08 — 74 DIVs, de tal forma que as variancias tanto em termos do carater
gaussiano quanto do estacionério dos sinais medidos sdo baixissimas. Todavia, a partir
de DIV81, estas duas variancias sdo clarissimamente muito diferentes de todas as
demais, revelando que a partir desta data o comportamento da atividade elétrica é
extremamente desorganizado, variando muito de canal para canal. De fato, levando-se
em conta os resultados quantitativos apresentados, a variancia de PSNG (Figura 5.2(B))
e de PSNE (Figura 5.1(B)) poderiam ser usados como biomarcadores do inicio da morte

celular.

c) As conclusdes relatadas em (a) e (b) acima, se comparadas com aquelas da se¢éo 4.4,
associada & andlise DFA e classica de deteccdo de bursts/spikes, revela grande
proximidade. Portanto, pode-se questionar o uso do processamento cléssico, cogitando-
se a possibilidade de analisar diretamente o sinal de amplitude absoluta da MEA,

evitando-se assim a detecgéo de spikes.
d) Ao longo do tempo de vida da cultura, as caracteristicas de estacionariedade e

gaussianidade se modificam, sendo possivel estabelecer um paralelo com o ciclo de vida

cléssico deste preparo bioldgico, conforme discutido na revisdo da se¢do 2.4 e nas
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conclusdes do capitulo 3. Através das Figuras 5.3 e 5.4, é interessante observar que tais
modificacdes ocorrem de maneira diferente nas diferentes regides geométricas da MEA,
sendo que, mesmo proximo & morte celular, ainda assim alguns grupos de neur6nios
apresentam comportamento tipico da maturidade, ou seja, sinais bastante ndo-

gaussianos e ndo-estacionarios.
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Capitulo 6

Conclusoes e Trabalhos Futuros

Os capitulos 1 e 2 apenas introduziram este trabalho apresentando temas importantes
para o entendimento do que o autor propde. Foram apresentadas o tipo de cultura
utilizada neste trabalho, o significado das MEAs, spikes, bursts e ruido, além de
explicar como se faz a detecgdo de spikes e bursts. Foi apresentado também o software
para processamento da técnica classica de deteccdo de spikes e os quantificadores
utilizados na anélise dos dados. Por fim, no capitulo 2 foi sintetizado varios artigos
encontrados na literatura acerca do desenvolvimento da cultura desde o seu nascimento

até a fase de maturacéo.

O capitulo 3 apresentou ferramentas como a Transformada de Fourier, Autocorrelagéo,
Densidade Espectral de Poténcia, Coeréncia e Deteccdo de Picos para anisar
fisiologicamente e matematicamente os sinais processados. Em geral observou-se que a
maior atividade do canal 78 pode ser explicada devido a presenca de mais neurdnios
formando o sinal, ao contrario do que ocorre nos canais 33 e 43. A utilizagdo do APV
demonstrou a dificuldade na formagéao dos potenciais de agdo, j& que a agdo do farmaco
é inibitdria. Por fim, entre canais préximos, o sinal observado foi similar, ja que pode

haver neurdnios proximos conectados entre si.

Constatou-se ainda no capitulo 3 que a ferramenta mais adequada para processamento
dos sinais da MEA é a Deteccdo de Picos, uma vez que possibilita a visualizacdo e
interpretacdo fisiologica dos dados, ou seja, 0 comportamento da cultura com ou sem a
presenca do farmaco nos canais selecionados. Por outro lado, confrontando-se o0s
resultados para o calculo da Coeréncia, foi possivel notar singularidades que ndo sdo
observadas quando utilizamos a Detecgdo de Picos, por exemplo, a banda de

frequéncias significativas da atividade neural em cada situagéo.
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Em relagdo & técnica classica de deteccdo de spikes apresentada no capitulo 4, observa-
se que os resultados obtidos estdo coerentes com o estado-da-arte. Ressalta-se que 0s
resultados obtidos por meio da andlise quantitativa da atividade elétrica nos estagios
finais de vida das culturas sugerem especulagdes sobre a existéncia de etapas no
processo de morte celular, partindo-se de uma situagdo de desorganizagdo dos padrdes
de disparo, seguida de uma inesperada hiperatividade, e finalizando-se com o siléncio
elétrico. A partir dos resultados obtidos, os melhores marcadores quantitavos que

sinalizam o inicio de morte celular séo:

# Quantidade muito elevada de spikes aleatorios

# Amplitude e desvio-padrédo do I1SI médio (tomado sobre todos os canais)
# Quantidade muito elevada de bursts

# Amplitude do 1Bl médio (tomado sobre todos os canais)

# Longuissima duragdo dos bursts

# Elevadissimo desvio-padréo do coeficiente alfa

E importante observar no capitulo 4 que a patir da Figura 4.12, fica muito claro que o
processamento de sinais baseado na detecgdo de spikes desconsidera totalmente a
informag&o associada ao ruido biol6gico. Como este representa quase cerca de 40% da
informacdo presente nos experimentos, entdo existe ndo apenas uma enorme perda de
informacdo com o uso destas técnicas classicas, como também estas inviabilizam o

estudo da morte celular da cultura.

Em relacdo ao capitulo 5, observa-se que nos estdgios iniciais e finais da cultura as
caracteristicas sdo semelhantes, apresentando atividade elétrica altamente gaussiana e
estacionéria. Particularmente, durante o periodo de maturidade da cultura (DIV 29 -
DIV 67), os sinais sdo essencialmente ndo-gaussianos e ndo-estacionarios. Pode-se
ainda questionar o uso do processamento cléssico, cogitando-se a possibilidade de
analisar diretamente o sinal de amplitude absoluta da MEA, evitando-se assim a

detecgéo de spikes.
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Tabela 6. 1 - Conclusdes gerais dos resultados encontrados

01-07 -Pequena quantidade de spikes -Alta  estacionariedade, variabilidade -Atividade elétrica altamente gaussiana e estacionéria.
DIV aleatdrios comportamento nos canais apresentando correlagao
-Presenca de sinapses imaturas de longo-alcance

-Auséncia de bursts

08-14  -Pequena quantidade de bursts de
DIV longa duracdo
-Conex0es imaturas

15-28  -Grande quantidade de bursts de
DIV pequena duragéo

-Bursts periddicos e repetitivos

- Atividade sincronizada

29-35 -Grande quantidade de spikes -Grande estabilidade com caracteristicas que -Atividade elétrica ndo-gaussiana e ndo-estacionaria.
DIV aleatdrios enquadram a cultura como ruido branco
-Atividade sincronizada

38;\7/1 -Conexdes maduras
72-88 -Fase 01: desorganizagdo da atividade elétrica como  -Atividade elétrica altamente gaussiana e estacionaria. Nesta
DIV um todo -> fim da maturidade; etapa evidencia-se picos grandes da PSNE e PSNG no final

-Fase 02: inesperada elevagdo da ocorréncia de spikes da vida da cultura revelando atividade elétrica
e bursts -> explosdo elétrica sincronizada com niveis  desorganizada

de atividade comparaveis ao inicio de vida da cultura;

-Fase 03: morte celular
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E possivel observar os principais resultados encontrados a partir deste trabalho na
Tabela 6.1. A comparacdo é realizada ao longo do crescimento da cultura até a sua
morte celular e sdo apresentados 0s resultados encontrados na literatura, os resultados
obtidos através da andlise classica de spikes e DFA e os resultados obtidos através do

processamento da gaussinidade e estacionariedade.

Como perspectivas e trabalhos futuros, utilizando as ferramentas apresentadas no
capitulo 3, aprimorar e automatizar os programas de Transformada de Fourrier,
Autocorrelacdo, Densidade Espectral de Poténcia, Detec¢do de Picos e Coeréncia e
também é esperado que mais culturas sejam processadas e analisadas, a fim de descobrir

diferentes detalhes que ainda existam acerca do processamento destes sinais em questéo.

Deve-se também futuramente, em relacdo ao capitulo 4, calcular o Expoente Alfa e
Expoente Hurst a partir da atividade de bursts a fim de caracterizar a dindmica neuronal
de toda a rede. O célculo também deve ser realizado para séries de dados mais extensas
e um maior nimero de culturas a fim de reduzir possiveis desvios. Por fim, em relacéo
ao capitulo 5, deve-se aprofundar nas ferramentas abordadas, processar e analisar um

conjunto maior de dados.
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